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RESUMO  
SILVA, Rhuany de Oliveira. Utilização dos resíduos sólidos da indústria cacaueira 
para a produção de etanol. 2018. Dissertação (Mestrado em Engenharia Química) – 
Universidade Federal do Espírito Santo, Alegre, ES. Orientador:  Prof.ª. Dr.ª Iara 
Rebouças Pinheiro. 
 
A indústria do cacau gera um montante considerável de resíduos sólidos constituídos 
em sua maioria pela casca do fruto, que é composta principalmente de celulose, 
hemicelulose e lignina. Para que a celulose esteja acessível e possa ser convertida 
em açúcar e, posteriormente, em etanol, se faz necessário um pré-tratamento da 
matéria-prima, no qual se aplica uma associação de métodos físicos e químicos. Este 
trabalho teve como objetivo avaliar a viabilidade do uso da casca do cacau como 
matéria-prima para a produção de bioetanol, por meio da determinação da 
composição química da casca in natura e pré-tratada, do estudo da hidrólise ácida 
empregando H2SO4 diluído e da realização da fermentação alcoólica a partir dos 
hidrolisados da casca pré-tratada. A fim de caracterizar o material foram realizadas 
análises de teor de umidade, cinzas, hemicelulose, celulose, extrativos e lignina. Para 
a realização da hidrólise ácida, utilizando casca de cacau pré-tratada com peróxido 
de hidrogênio (H2O2), foi utilizado um planejamento experimental do tipo fatorial (3²) 
com três pontos centrais, variando-se a concentração de ácido (0,20% m/v, 0,34% 
m/v e 0,48% m/v) e o tempo de hidrólise (60, 90 e 120 min.). Após a etapa de hidrólise 
foram realizados ensaios de fermentação, nos quais acompanhou-se a cinética de 
crescimento celular e a concentração de etanol ao final do processo. Os resultados 
de caracterização da casca in natura e pré-tratada apresentaram uma porcentagem 
considerável de celulose, 32,46% e 75,48%, respectivamente, resultados estes que 
apontam o material pré-tratado como promissor para produção de etanol. A melhor 
condição de hidrólise foi obtida no tempo de 90 minutos e 0,34% m/v de ácido, na qual 
se obteve cerca de 13 g/L de ART. Foram obtidos teores alcoólicos em torno de 19% 
v/v (°GL) nos experimentos de fermentação com suplementação de 10 g/L de glicose 
no hidrolisado. 
 
Palavras-chave: Biomassa, cacau, bioetanol, hidrólise ácida, fermentação.
ABSTRACT 
SILVA, Rhuany de Oliveira. Using solid wast from the cocoa industry in order to 
produce ethanol. 2018. Dissertation. (Master degree in Chemical Engineering) – 
Federal University of Espírito Santo, Alegre, ES. Adviser: Prof.ª. Dr.ª Iara Rebouças 
Pinheiro. 
 
The cocoa industry generates a considerable amount of solid waste consisting mostly 
of fruit peel, which is mainly composed of cellulose, hemicellulose and lignin. In order 
for the cellulose to be accessible and can be converted into sugar, then into ethanol, a 
pre-treatment of the raw material is necessary, which involves an association of 
physical and chemical methods. This work aims to evaluate the viability of using cocoa 
peel as raw material for production of bioethanol. By determining the chemical 
composition of the peel in natura and pre-treated, by studying operational conditions 
of acid hydrolysis with different diluted H2SO4 and the alcoholic fermentation from the 
hydrolysates of the pretreated peel. In order to characterize the material, were 
analyzed moisture, ash, hemicellulose, cellulose, extractives and lignin. For the 
purpose to perform the acid hydrolysis using pre-treated cocoa peel with hydrogen 
peroxide (H2O2), an experimental planning of the factorial type (3²) with three central 
points was used, varying the acid concentration (0.20% m/v, 0.34% m/v e 0.48% m/v)  
and the hydrolysis time (60, 90 e 120 min.). After the hydrolysis, fermentation tests 
were carried out, in which the cell growth kinetics and the ethanol concentration were 
monitored. The experiments to characterize in natura and pre-treated peel, presented 
a considerable percentage of cellulose being 32.46% and 75.48%, respectively, results 
that indicate the efficiency of the chemical pretreatment as promisor to ethanol 
production. The best hydrolysis condition was obtained in 90 minutes and 0.34% w/v 
acid, in which approximately 13 g/L of ART was obtained. From the results of the 
alcoholic fermentation with supplementation of 10 g/L of glucose in the hydrolysate, it 
was obtained around 19% v/v (°GL). 
 
Keywords: Biomass, cocoa, bioethanol, acid hydrolysis, fermentation. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
Atualmente, a discussão sobre a problemática ambiental envolvendo a geração e o 
correto descarte de resíduos sólidos vem ganhando espaço no meio científico. A 
necessidade de diversificar a matriz energética nacional minimizando a dependência 
dos combustíveis fósseis e, consequentemente, o impacto ambiental tem incentivado 
a busca por alternativas sustentáveis. De acordo com essa mudança de 
comportamento as pesquisas buscando soluções para o correto reaproveitamento da 
biomassa resultante dos processos industriais e agroindustriais vêm ganhando 
notoriedade no meio científico. 
A cadeia produtiva da indústria cacaueira gera uma grande quantidade de resíduos 
vegetais provenientes da casca do fruto, os quais representam aproximadamente 80% 
da sua composição e são obtidos após a quebra e separação das sementes. Um fruto 
produz em média 50 g de amêndoas secas e 400 g de casca (FREIRE et al., 1990), 
isso significa que para produzir uma tonelada de amêndoas são geradas 
aproximadamente oito toneladas de cascas frescas (CEPLAC, 2016). Segundo o 
Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (BRASIL, 2015) o Brasil é o 
quarto maior produtor mundial de cacau, tendo produzido em 2016 mais de 213,8 mil 
toneladas do fruto (IBGE, 2017), isso significa que foi produzida uma enorme 
quantidade de resíduo no mesmo período, cerca de 1.710.400 toneladas de casca de 
cacau fresca. Estima-se que a safra de 2017 deva ter atingido a produção de 274 mil 
toneladas, 28% a mais que a safra de 2016 (IBGE, 2017).  
Algumas pesquisas vêm sendo realizadas visando a um melhor reaproveitamento do 
resíduo composto pela casca do cacau, conforme demonstram pesquisas 
desenvolvidas por técnicos do Ministério de Agricultura, Pecuária e Abastecimento/ 
Comissão executiva do plano da lavoura cacaueira - MAPA/CEPLAC. Essa classe de 
resíduo tem sido aproveitada como base na alimentação de bovinos, suínos, aves e 
até peixes, podendo ser utilizada in natura, na forma de farinha seca ou de silagem. 
O aproveitamento desse resíduo como matéria-prima pode se dar na produção de 
biogás e biofertilizantes, na compostagem ou vermicompostagem, na obtenção de 
proteína microbiana ou unicelular, na produção de etanol e na extração de pectina 
(CEPLAC, 2016), dessa forma seu processamento agrega valor à cadeia produtiva do 
cacau. 
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Os resíduos sólidos provenientes de espécies vegetais são constituídos basicamente 
de um material fibroso denominado lignocelulose. Os materiais lignocelulósicos são 
compostos principalmente de celulose (20 a 50%), hemicelulose (20 a 30 %), lignina 
(15 a 30%) e outros componentes em menores proporções, sendo as duas primeiras 
frações as que podem ser convertidas em açúcares fermentescíveis (AGUIAR e 
FERRAZ, 2011; RABELO, 2007). O resíduo sólido da indústria cacaueira apresenta 
em sua composição química 32,46% de celulose, uma porcentagem considerável de 
uma fração constituída por carboidratos, indicando assim, o potencial desse resíduo 
como matéria-prima para o processo de produção de etanol. 
Porém devido a sua composição, o uso dos materiais lignocelulósicos como matéria-
prima para a produção do etanol exige a realização de duas etapas adicionais ao 
processo convencional, o pré-tratamento e a hidrólise. O pré-tratamento visa a 
diminuir a interação entre os constituintes da parede celular vegetal e a etapa de 
hidrólise tem como objetivo converter a celulose e a hemicelulose em açúcares 
fermentescíveis, para posterior etapa de fermentação alcoólica (RABELO, 2010). 
Os açúcares resultantes do hidrolisado seguem para a etapa de fermentação 
alcoólica. Processo esse, que ocorre através de microrganismos que metabolizam os 
açúcares obtendo como produto etanol e CO2 (LIMA et al., 2001). Trabalhos como os 
de Cadete et al. (2017), Cabral et al. (2016), Silva (2015), e Gutiérrez-Rivera et al. 
(2015), vem estudando esse modelo de produção de etanol e proporcionando o 
conhecimento de características intrínsecas ao processo, relatando na literatura 
resultados promissores sobre o uso da biomassa lignocelulósica como matéria-prima 
de fonte renovável para a produção de energia. 
Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivos caracterizar o resíduo da 
indústria cacaueira, estudar a hidrólise ácida e realizar o processo de fermentação 
para obtenção do etanol a partir do hidrolisado.  
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2. OBJETIVO  
  
2.1. OBJETIVO GERAL  
  
Produzir etanol a partir da casca do cacau. 
  
  
2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
  
 Coletar e realizar pré-tratamento físico-químico nos resíduos da indústria 
cacaueira. 
 Caracterizar quimicamente a casca de cacau in natura e pré-tratada; 
 Realizar hidrólise ácida da casca do cacau com solução de H2SO4 em 
diferentes concentrações, a fim de determinar a melhor condição de hidrólise; 
 Estudar a fermentação alcoólica de um meio contendo casca de cacau 
hidrolisada e quantificar o etanol obtido. 
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3.   REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
3.1. Cacau 
 
O cacau é mundialmente conhecido por ser a principal matéria-prima da indústria de 
chocolates. Fruto proveniente da espécie arbórea popularmente conhecida como 
cacaueiro, cientificamente denominada como Theobroma cacao. Seu nome 
significa alimento dos deuses. A espécie arbórea possui expectativa de vida de mais 
de cem anos, podendo atingir de 5 a 8 metros de altura. Produz frutos que medem até 
20 cm de comprimento, contendo de 20 a 50 sementes que podem apresentar formato 
variando entre elipsoíde ou ovoíde, com 2 a 3 cm de comprimento envoltas por uma 
polpa mucilaginosa branca, de sabor açucarado e ácido, pesando em média 500 
gramas (Figura 1) (SILVA NETO et al., 2001; ABICAB, 2016; CEPLAC, 2016). 
 
Figura 1: Cacau: Fonte: Site Remédio da Terra, 2015. Acesso em 30 de novembro de 2016.  
https://remediodaterra.com/wp-content/uploads/2015/12/Benef%C3%ADcios-do-Cacau.jpg 
 
Segundo a Associação Brasileira da indústria de chocolates, cacau, amendoim, balas 
e derivados (ABICAB, 2016), não há indícios de quando e quem descobriu o cacau, 
mas é correto afirmar que o cacaueiro tem sua origem nas regiões tropicais das 
Américas do Sul e Central, há milhões de anos compreendendo principalmente as 
áreas que abrangem a Floresta Amazônica entre os Rios Orenoco e Amazonas. Ainda 
segundo a ABICAB existe uma lenda asteca que relata o roubo de uma árvore de 
cacau da terra dos filhos do sol cometido por Quetzalcoatl, Deus da Lua, para oferecer 
aos seus amigos, o chocolate, a delícia dos deuses.  Provavelmente essa lenda deve 
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ter influenciado na escolha da classificação realizada pelo botânico sueco Carlos 
Linnaeus. Com a conquista espanhola sobre o território Mexicano, liderado por 
Fernando Cortez, verificou-se que os nativos faziam oferendas aos deuses de uma 
bebida escura que era oriunda do fruto do cacau. O povo asteca denominou de 
cacachuati o fruto do cacaueiro e de tchocolath a bebida proveniente dele. 
No Brasil, o cultivo do cacau se iniciou em 1679, por meio da Carta Régia que 
autorizou a realização do plantio pelos colonizadores. O estado do Pará foi o pioneiro 
na tentativa de implantação do cultivo do cacau, porém, devido principalmente à 
pobreza dos solos da região que abrange o estado, alguns produtores não tiveram 
êxito. Mesmo com algumas dificuldades, por volta de 1780, o Pará produzia 
aproximadamente 100 arrobas de cacau. Porém, o cultivo não se consolidou e 
permanece com uma atividade extrativista até os dias de hoje (CEPLAC, 2016). 
Diferentemente da experiência do Pará, o estado da Bahia obteve um resultado 
positivo com o plantio do cacau. As primeiras sementes introduzidas foram as do 
grupo Amelonado – Forasteiro no ano de 1746 e o plantio foi realizado na fazenda 
Cubículo, no atual Município de Canavieiras. Posteriormente, em 1752 o plantio foi 
iniciado no Município de Ilhéus (CEPLAC, 2016). A adaptação do cacau às 
características edafoclimáticas da região sul da Bahia foi tão significativo que a região 
chegou a produzir 95% de todo o cacau brasileiro. A experiência positiva da cultura 
cacaueira realizada desde o recôncavo baiano até o extremo sul do estado da Bahia 
estabeleceu essa região como a principal área produtora de cacau do país, levando 
assim a receber o nome de “Região Cacaueira”, onde se destacaram como principais 
produtores os municípios de Ilhéus e Itabuna. (TRINDADE, 2011; FONTES, 2013; 
CEPLAC, 2016).  
Segundo o Instituto Brasileiro de geografia e Estatística (IBGE), no ano de 2015, a 
safra brasileira de cacau foi 255,3 mil toneladas, e os estados que mais contribuíram 
foram respectivamente: Bahia com 53,1% do cacau produzido, seguido pelo Pará com 
41,5%, Rondônia com 2,2% e o Espírito Santo com 2,1%. O que confere ao Brasil a 
posição de 4° maior produtor mundial, ficando atrás de países como Costa do Marfim 
e Gana (BRASIL, 2015; IBGE, 2015). 
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3.1.1 Cacau no Estado do Espírito Santo 
 
No Estado do Espírito Santo a produção do cacau foi introduzida por volta de 1880, 
na região do município de Linhares, próximo ao Rio Doce, localizado ao norte do 
estado. Mas somente a partir da década de 70 a cultura cacaueira se consolidou como 
uma atividade economicamente viável, devido à valorização econômica da amêndoa 
e o aumento do crédito rural, proporcionando assim, a expansão da área plantada e o 
investimento na industrialização da lavoura. Nesse período as lavouras cacaueiras 
capixabas chegaram a produzir cerca de 14 mil toneladas/ano. A produção do estado 
foi seriamente comprometida após o ataque da doença vassoura de bruxa, que 
reduziu a produção a cerca de 5 toneladas/ano. A partir do ano de 2007 a situação se 
agravou, levando os produtores a sérios prejuízos (FONTES, 2013; CONAB, 2015; 
IBGE, 2018).  
A Comissão Executiva de Plano de Lavoura (CEPLAC), juntamente com o governo do 
estado vem desenvolvendo pesquisas, com o intuito de retomar a produção de cacau, 
por meio da implantação de projetos visando a apoiar os produtores na recuperação 
das lavouras, ações essas que tem apresentado resultados, pois no ano de 2017 o 
estado do Espírito Santo produziu aproximadamente 6700 toneladas de amêndoas e 
a estimativa de produção para o ano de 2018 é de 6856 toneladas, um aumento na 
produção de 2,28%. Atualmente o Estado do Espírito Santo é o 4° maior produtor de 
cacau do país (CONAB, 2015; IBGE, 2018). 
 
 
3.1.2.  Processamento do cacau 
 
A execução do beneficiamento do cacau ocorre em quatro etapas: colheita, quebra, 
fermentação e secagem. Primeiramente ocorre a colheita do fruto do cacau, que é 
encaminhado para a etapa de quebra, procedimento esse que deve ser executado até 
o quinto dia após a colheita (SILVA NETO et al., 2001). A quebra é realizada no próprio 
local da colheita, onde ocorre a separação das sementes e da polpa manualmente, as 
sementes são limpas e classificadas de acordo com a forma, germinação e defeitos e 
encaminhadas no mesmo dia para a etapa de fermentação. Amêndoas resultantes de 
quebras realizadas em dias distintos não são misturadas, visando a garantir uma 
fermentação homogênea (OLIVEIRA JÚNIOR; COSTA, 2003). 
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Após a quebra ocorre a etapa de fermentação, que apresenta como objetivos 
principais desenvolver os óleos essenciais, retirar a mucilagem da semente, liberar a 
teobromina e destruir o embrião para evitar a germinação. Nessa fase também ocorre 
o aumento da temperatura, mudança de pH e redução do teor de açúcar. Nessa etapa, 
as sementes apresentam o teor de umidade entre 50 – 60% (MARTINS, 2007). Uma 
fermentação bem-sucedida resulta em amêndoas de coloração castanha, com 
ausência de polpa mucilaginosa e com menor temperatura (OLIVEIRA JÚNIOR; 
COSTA, 2003). 
A etapa de secagem reduz o teor de umidade da massa de 50% para algo em torno 
de menos de 8%. O processo de secagem pode ser realizado de forma natural ou 
artificial. No processo de secagem natural, o cacau é disposto em barcaças para 
exposição ao sol, com duração média de 6 a 10 dias, com revolvimento manual 
periódico. A secagem artificial é realizada em secadores que utilizam como fonte de 
calor a queima de algum tipo de combustível (lenha, diesel, gás, etc.), não devendo 
ultrapassar a temperatura de 55°C por cerca de 30 horas. Nesse tipo de secagem a 
qualidade do cacau obtido é menor do que com a secagem ao sol (SILVA NETO et 
al., 2001). 
 
 
3.1.3.  Resíduos gerados no processamento do cacau 
 
No processamento do cacau, ocorre uma considerável geração de resíduo com 
elevado potencial econômico, o que viabiliza o incentivo ao desenvolvimento das 
tecnologias já existentes, visando a um efetivo aproveitamento desses resíduos e 
consequentemente a diversificação das atividades nas propriedades cacaueiras 
(SILVA NETO et al., 2001). 
O farelo resultante da etapa de torrefação das amêndoas e a casca do fruto, são os 
resíduos sólidos gerados no processamento do cacau, conforme podemos observar 
na Tabela 1. O aproveitamento da casca para adubar o próprio cacaueiro 
normalmente não é empregado, pois podem constituir fonte de inóculo para patógenos 
que causam doenças no cacaueiro (SILVA NETO et al., 2001; MORORÓ, 2007). O 
farelo ou tegumento vem sendo empregado como base para a fabricação de ração 
animal, porém sua utilização exige cautela pois, sua composição apresenta uma 
substância tóxica denominada teobromina (PIRES et al., 2004). 
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Tabela 1: Tabela dos valores aproximados de algumas características físicas do fruto 
do cacaueiro madura. 
Componente Peso (g) % em relação ao peso do fruto 
Fruto 500 100 
Casca do fruto 400 80 
Sementes frescas 100 20 
Semente seca  50 10 
Amêndoa 40 8 
Fonte: Adaptado de FREIRE et al., 1990. 
 
 
3.1.4.  Alternativas para reaproveitamento dos Resíduos 
 
Os resíduos gerados no processamento do cacau podem ser aproveitados como 
matéria-prima na obtenção de produtos ecologicamente corretos, contribuindo assim 
com a economia local e na preservação do meio ambiente. 
As alternativas para um efetivo aproveitamento dos resíduos gerados são inúmeras. 
As cascas podem ser utilizadas:  1) Na alimentação animal; 2) Produção de biogás e 
resíduos biofertilizados; 3) Produção de Celulose (Papel); 4) Matéria-prima no 
processo de compostagem e vermicompostagem; 5) Extração de pectina; 6) Produção 
de bioetanol; 7) Em construções a base de solo-cimento e etc. Já o farelo pode ser 
empregado como Adubo, Cinza, Pêletes, etc. (MORORÓ, 2007; CEPLAC, 2016). 
Diante do exposto, destaca-se alternativas para o reaproveitamento dos resíduos 
provenientes do processamento do cacau que visam à produção de energia, sendo 
essas a digestão anaeróbia e a produção do bioetanol. 
 
 
3.2.  Biocombustíveis 
 
Produzidos utilizando matéria-prima de fonte renovável, proveniente da matéria 
orgânica de origem vegetal ou animal, os biocombustíveis (etanol e biodiesel) 
constituem uma classe de combustíveis biodegradáveis, provocando assim menor 
impacto ambiental (PETROBRÁS, 2007). 
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Até o fim da década de 70, a produção brasileira de etanol como combustível era 
inexpressiva, pois o etanol era utilizado integralmente como insumo nas indústrias de 
bebidas e em alguns ramos da indústria química. O cenário mudou quando em 1975 
o governo brasileiro criou o Programa Nacional do Álcool – Proálcool (por meio do 
decreto nº 76.593) (ROSA; GARCIA, 2009). O programa contou com duas fases 
iniciais, sendo que a primeira visava a adicionar uma parte de etanol na gasolina, e a 
segunda, que entrou em vigor no ano de 1979, apoiava a produção e uso do etanol 
como combustível, com o objetivo de diminuir assim, a dependência do país em 
relação ao uso da gasolina (MICHELLON et al., 2008). A supervalorização do mercado 
do petróleo foi o principal motivo para a implantação do Proálcool, porém após sofrer 
uma grande queda de preço, a indústria petrolífera, acabou por provocar a diminuição 
dos incentivos e, consequentemente a produção de etanol. Mas, no ano de 2003 a 
produção mundial de etanol voltou a crescer devido principalmente a dois fatores: 1) 
A legislação de vários estados norte-americanos, que determinou a substituição do 
éter metil- terbutílico – MTBE, que era adicionado à gasolina, mas causava danos 
ambientais, pelo etanol; 2) O Brasil, no mesmo ano, introduziu no mercado os veículos 
com motor flex (ROSA; GARCIA, 2009). 
 
 
3.2.1.  Etanol de segunda geração ou bioetanol 
 
O atual aumento da demanda de bioetanol, principalmente nos países desenvolvidos, 
e o surgimento de políticas públicas incentivadoras, estimularam o aumento às 
pesquisas e a descoberta de matérias primas inovadoras para a produção do etanol, 
como por exemplo, a biomassa lignocelulósica e consequentemente a construção de 
biorrefinarias para a produção em larga escala dessa modalidade de combustível, 
possuindo um conceito bem parecido com as já operantes refinarias de petróleo 
(BASTOS, 2007). 
Devido à diversidade de matérias-primas utilizadas e de processos empregados na 
produção de etanol, essa classe de biocombustível possui classificações distintas, 
sendo essas de primeira ou segunda geração. O bioetanol de primeira geração é 
obtido por meio da fermentação alcoólica dos açúcares existentes na composição de 
um determinado produto agrícola, como por exemplo, o caldo de cana-de-açúcar. 
Enquanto que o bioetanol de segunda geração é produzido utilizando a biomassa 
vegetal como matéria-prima, por meio da conversão dos polissacarídeos que a 
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constitui em açúcares fermentescíveis e posterior fermentação (PITARELO et al., 
2012). 
A utilização de materiais lignocelulósicos como matéria-prima para a obtenção de 
bioetanol, se torna uma importante ferramenta para uma efetiva produção sustentável 
de combustíveis provenientes de fontes renováveis, além de se apresentar como uma 
ótima opção de reaproveitamento de resíduos sólidos orgânicos (PITARELO et al., 
2012). 
O bioetanol de segunda geração se caracteriza por necessitar de etapas preliminares 
de pré-tratamento e hidrólise para que ocorra uma efetiva conversão da celulose em 
açúcares fermentescíveis por vias biológicas. Matérias primas como madeiras, 
gramíneas, resíduos orgânicos, ou, qualquer material que apresente em sua 
composição celulose ou hemicelulose, podem ser utilizadas para a produção do 
bioetanol. A biomassa lignocelulósica apresenta maior disponibilidade que as culturas 
voltadas para alimentação, podendo assim, serem utilizadas sem afetar 
negativamente a economia alimentar (BNDES; CGEE, 2008; BANSAL et al., 2013). 
O Brasil se encontra em um patamar diferenciado em relação a outros países no que 
diz respeito à obtenção do etanol de segunda geração por possuir à sua disposição 
de forma fácil e de baixo custo uma quantidade considerável de matéria-prima, 
apresentando assim um grande potencial para a expansão da produção de etanol de 
primeira geração proveniente do caldo da cana-de-açúcar sem que haja a 
necessidade de aumento da área cultivada. O aumento da produção de etanol pode 
ocorrer efetivamente se houver inovação das tecnologias já existentes de produção 
do etanol a partir da sacarose da cana, ou, através do desenvolvimento das pesquisas 
e tecnologias para a produção do etanol lignocelulósico (PACHECO, 2011). 
No ano de 2010, um grande passo foi dado em relação à necessidade de aprofundar 
o conhecimento científico e tecnológico em torno do ciclo cana/etanol no país, com a 
inauguração do Laboratório Nacional de Ciência e Tecnologia do Bioetanol (CTBE), 
que visa a integração entre os pesquisadores e os produtores agrícolas, contribuindo 
assim para o conhecimento de possíveis avanços relacionados a produção de etanol 
a partir de materiais lignocelulósicos, usando como ferramentas o desenvolvimento 
de pesquisas e inovações e a capacitação pessoal permanente (CTBE, 2010). 
Impulsionado pela grande disponibilidade de materiais lignocelulósicos e pelos 
resultados positivos obtidos nos centros de pesquisas, recentemente no Brasil foram 
implantadas duas plantas industriais de biorrefinarias produtoras de etanol de 
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segunda geração a partir dos co-produtos da cana-de-açúcar (bagaço e palha). A 
primeira fica situada no Estado de São Paulo, no Município de Piracicaba, com um 
potencial de produção de 40 milhões de litros por ano. A empresa ainda tem como 
meta a construção de mais 7 plantas industriais para a produção de etanol de segunda 
geração até o ano de 2024, visando a produção de aproximadamente 1 bilhão de litros 
de etanol por ano. A segunda planta industrial se encontra localizada no Estado de 
Alagoas no Município de São Miguel dos Campos, apresenta capacidade de produção 
de 82 milhões de litros por ano (RAÍZEN, 2014; GRANBIO, 2015). 
O Governo Federal, por intermédio do Ministério de Minas e Energia laçou em 
dezembro de 2016 o programa RenovaBio, iniciativa essa, que almeja o 
desenvolvimento do mercado de produção dos biocombustíveis no país, respeitando 
a sustentabilidade ambiental, econômica e social (BRASIL, 2017). 
 
 
3.3.  Materiais lignocelulógicos 
 
Materiais lignocelulósicos é o termo utilizado para se referir a toda matéria orgânica 
proveniente de espécies vegetais, resíduos agrícolas e agroindustriais e até mesmo 
resíduos domésticos. O principal constituinte estrutural das plantas é denominado 
lignocelulose, sendo esse, um polímero de carboidratos complexos, formado 
principalmente por celulose, hemicelulose e lignina. (Figura 2). Os componentes que 
formam a lignocelulose e suas respectivas propriedades químicas conferem a esse 
substrato um grande valor biotecnológico (MALHERBE; CLOETE, 2002; BNDES; 
CGEE, 2008; SARKAR et al., 2012). 
Vários estudos como os propostos nos trabalhos de Medeiros et al. (2017), Tavares 
et al. (2016), Guilherme et al. (2015) e Silva (2010) vêm sendo realizados visando à 
utilização de materiais lignocelulósicos como matéria-prima para a obtenção de 
açúcares fermentescíveis e consequente produção de etanol, pois constituem uma 
matéria prima de baixo custo e grande disponibilidade (MARTÍN et al., 2007). 
Resíduos provenientes de processos agroindustriais como o bagaço de cana-de-
açúcar, casca e palha do arroz, a casca do café, a casca do cacau entro outros, são 
exemplos de biomassa lignocelulósica. 
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Figura 2: Complexo lignocelulósico: cadeias de celulose envolvidas por hemicelulose e lignina.  
Fonte: Adaptado de Jensen et al. (2017). 
 
A proporção de celulose, hemicelulose e lignina podem variar na composição dos 
materiais lignocelulósicos levando em consideração a espécie da planta, idade, tempo 
de colheita e a condição ou estágio do crescimento do vegetal (JEFFRIES; JIN, 2000). 
A biomassa lignocelulósica é composta aproximadamente de 20% a 50% de celulose, 
20% a 30% de hemicelulose, 15% a 30% de lignina e de 5% a 20% de outros 
componentes, como, pectina, proteína e extrativos que se apresentam em pequenas 
quantidades. Por possuir mais de 70% de massa seca constituída por carboidratos, 
essa classe de material pode ser considerada como uma excelente matéria-prima 
para a realização de fermentação alcoólica, se apresentando como uma promissora 
alternativa para a produção de combustível de fonte renovável (TAMANINI; HAULY, 
2004; RABELO, 2007; SANTOS et al., 2012). 
 
 
3.3.1.   Celulose 
 
A celulose é um homopolissacarídeo linear (Figura 3), apresentando elevado peso 
molecular, sendo constituída por regiões cristalinas (estrutura altamente ordenada) 
intercalada por regiões amorfas (estrutura menos compacta). Composto de moléculas 
de glicose ligadas por ligações glicosídicas β 1,4, e insolúvel em água. É o 
componente mais abundante da parede celular vegetal. As cadeias de celulose 
presentes na biomassa vegetal apresentam um alto grau de polimerização, pois o 
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número de unidades de glicose presentes na molécula pode variar entre 1.000 a 
15.000 (MOHAN et al., 2006; OGEDA; PETRI, 2010; SARKAR et al., 2012). 
 
 
Figura 3: Representação esquemática da molécula de celulose. Fonte: Santos et al. (2012). 
 
 
3.3.2.   Hemicelulose 
 
Sendo o segundo maior componente da lignocelulose, a hemicelulose é um 
heteropolímero curto, que possui ramificações e cadeias laterais. Se encontra 
presente na parede celular e também na lamela média das células vegetais, 
abrangendo uma grande variedade de polissacarídeos principalmente pentoses (D-
xilose e L-arabinose), hexoses (D-glicose, D-manose, D-galactose) e ácidos 
hexurônicos, como os ácidos β-D-glucurônico, D-4-O-metilglucurônico e β-D-
galacturânico (Figura 4) (COLLINS et al., 2005; SARKAR et al., 2012). 
 
 
Figura 4: Estrutura dos monossacarídeos que formam as hemiceluloses. Fonte: (Fengel; Wegener, 
1989). 
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A fim de proporcionar a rigidez do material lignocelulósico e promover efetiva 
integração entre as moléculas de celulose-hemicelulose-lignina, a hemicelulose atua 
realizando uma conexão entre as fibras de celulose e a lignina. (HENDRIKS; 
ZEEMAN, 2009). A Tabela 2 evidencia algumas diferenças entre a celulose e a 
hemicelulose.   
 
Tabela 2: Principais diferenças entre celulose e hemicelulose. 
Celulose Hemicelulose 
Consiste em unidades de glicose 
ligadas entre si (Natureza 
Homopolissacarídica) 
Consiste em várias unidades de 
pentoses e hexoses ligadas entre si 
(Natureza Heteropolissacarídica) 
Grau de polimerização elevado Grau de polimerização baixo 
Forma arranjo fibroso Não formam arranjo fibroso 
Apresenta regiões amorfas e cristalinas Apresenta somente regiões amorfas 
É atacada lentamente por ácido 
inorgânico diluído a quente 
São atacadas rapidamente por ácido 
inorgânico diluído a quente 
Insolúvel em álcali Solúvel em álcali 
Fonte: Adaptado de Pereira Jr. et al. (2008). 
 
 
3.3.3.  Lignina 
 
A lignina, um heteropolímero amorfo, com alto peso molecular, insolúvel, possuindo 
estrutura irregular composta basicamente por redes tridimensionais ramificadas, 
formadas por unidades fenilpropano interligadas, cuja função principal é dar 
sustentação a toda estrutura lignocelulósica. A lignina exerce funções importantes no 
conjunto lignocelulósico, como: proporcionar rigidez a parede celular da planta e 
conferir resistência à ataques microbianos (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009; BRODEUR 
et al., 2011; SARKAR et al., 2012). 
A estrutura principal da lignina é formada da polimerização de três diferentes 
monômeros, constituídos pelos alcoóis hidroxicinamílicos: p-cumarílico, coniferílico e 
sinapílico (Figura 5) (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009). 
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Figura 5: Precursores da biossíntese da lignina: (I) álcool p-cumarílico; (II) álcool coniferílico; (III) 
álcool sinapílico (Fengel; Wegener, 1989). 
 
 
3.3.4.   Material Lignocelulósico proveniente da indústria cacaueira 
 
A casca do fruto do cacau é o resíduo gerado em maior quantidade na etapa de 
processamento. Por se tratar de um material lignocelulósico o mesmo pode ser uma 
alternativa de matéria prima para a obtenção do bioetanol (MORORÓ, 2007). A seguir 
é apresentada Tabela 3, a qual demonstra as características de composição química 
e bromatológica da casca do fruto do cacaueiro. 
 
Tabela 3: Composição química e bromatológica da casca do fruto do cacau. 
Nutrientes Casca do fruto, seca a 105°C (%) 
Matéria seca 100,00 
Proteína bruta 9,00 
Fibra bruta 50,20 
Celulose 31,45 
Lignina 15,68 
Extrativos 29,20 
Cinzas 11,60 
Fonte: MORORÓ, 2007. 
 
A literatura não apresenta muitos dados sobre a composição química e bromatológica 
da casca do fruto do cacau. O material lignocelulósico com maior acervo de dados na 
literatura é o do bagaço de cana-de-açúcar, que nos últimos anos vem sendo 
amplamente estudado e empregado em escala experimental como matéria-prima para 
produção de bioetanol. Para se ler um parâmetro da viabilidade da casca do cacau 
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como possível matéria-prima para a produção do bioetanol segundo a sua 
composição podemos fazer uma comparação de caracterizações de bagaço de cano 
realizado por Rocha et al. (2016), Guilherme et al. (2015) e Rabelo et al. (2011) e da 
casca do cacau realizada por Mororó (2007). 
Ao comparar as composições químicas da casca do cacau e do bagaço de cana in 
natura de diferentes trabalhos da literatura (Tabela 4), pode-se observar que a 
composição da casca do cacau está de acordo com a faixa de valores esperada para 
esse tipo de biomassa, vale ressaltar que estão sendo comparadas biomassas 
oriundas de fontes distintas. 
 
Tabela 4: Comparação da composição química da casca do cacau e do bagaço de 
cana. 
Referência Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%) 
Mororó (2007) * 31,45 18,75 15,68 
Rabelo et al. (2011) ** 38,40 23,2 25,0 
Guilherme et al. (2015) ** 38,59 27,89 17,79 
Rocha et al. (2016) ** 35,0 29,0 19,0 
*. Trabalhos referentes a biomassa proveniente da indústria cacaueira. 
**. Trabalhos referentes a biomassa proveniente da indústria sucroalcoleira. 
 
 
3.4.   Produção de Bioetanol 
 
3.4.1.  Biorrefinaria 
 
Segundo a Embrapa, 
Biorrefinaria é uma instalação que integra processos de conversão de 
biomassa em biocombustíveis, insumos químicos, materiais, 
alimentos, rações e energia. O objetivo de uma biorrefinaria é otimizar 
o uso de recursos e minimizar os efluentes, maximizando os 
benefícios e o lucro. As biorrefinarias integram diversas rotas de 
conversão – bioquímicas, microbianas, químicas e termoquímicas – 
em busca do melhor aproveitamento da biomassa e da energia nela 
contida.  (EMBRAPA, 2011, p. 1). 
 
Ainda conforme a Embrapa, 2011, as biorrefinarias se espelham nos processos de 
produção das já consolidadas refinarias de petróleo, porém empregando como insumo 
a biomassa lignocelulósica, agregando assim valor a produção agrícola e diminuindo 
o impacto ambiental gerado pela disposição de resíduos. 
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Utilizando uma combinação de tecnologias e processos, as biorrefinarias, empregam 
em seu processo de produção como matéria-prima uma mistura de biomassa, 
utilizando basicamente as três frações químicas que a compõem (celulose, 
hemicelulose e lignina), visando à transformação desses materiais em uma vasta 
variedade de produtos. A possibilidade de empregar diferentes matérias-primas 
oriundas de processos agrícolas e agroindustriais, traz o benefício da possibilidade de 
produção de produtos químicos finais com maior valor agregado (FERNANDO et al., 
2006). 
 
 
3.4.2.  Processos para a produção de bioetanol 
 
O processo de obtenção do etanol a partir de materiais lignocelulósicos envolve 
basicamente quatro etapas: 1) Pré-tratamento da matéria-prima, visando à diminuição 
da interação entre os principais constituintes da lignocelulose, tornando assim a 
celulose e a hemicelulose mais acessíveis as etapas posteriores; 2) a hidrólise: 
visando à conversão da celulose e hemicelulose em açúcares fermentescíveis; 3) a 
fermentação: objetivando a conversão dos açúcares obtidos na etapa de hidrólise em 
etanol e a 4) destilação, que recupera o etanol do mosto fermentado. (SANTOS et al., 
2012; SANTOS, 2013). 
 
 
3.4.3.  Pré-tratamentos 
 
A etapa de pré-tratamento é um dos processos necessários para a produção de etanol 
utilizando como matéria-prima os materiais lignocelulógicos, pois para que ocorra uma 
hidrólise eficiente se faz necessário o rompimento da barreira vegetal, diminuindo 
assim a interação entre os principais constituintes da parede celular (celulose, 
hemicelulose e lignina) (Figura 6), tornando-os assim mais susceptíveis aos processos 
posteriores (HAMELINCK et al., 2005; CHIARAMONTIA et al., 2012). 
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Figura 6: Pré-tratamento em materiais lignocelulósicos. Fonte: Santos, et al. (2012). 
 
Inúmeros processos de pré-tratamento têm sido estudados com o objetivo de 
possibilitar o aproveitamento da matéria-prima composta por materiais 
lignocelulósicos (Tabela 5). Pode-se destacar os físicos (tratamento mecânico por 
trituração, moagem, radiação e altas temperaturas), químicos (líquidos iônicos, 
agentes oxidantes, ácidos, bases, solventes orgânicos), físico-químicos (Explosão a 
vapor, explosão de CO2   e AFEX- explosão com solução de amônia) e biológicos (ação 
de microrganismos) (SUN e CHENG, 2002; ASSUMPÇÃO, 2015).
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Tabela 5: Métodos de pré-tratamentos de materiais lignocelulósicos 
 
Método Fatores Vantagens Desvantagens 
Fí
si
co
 
Moagem e 
trituração; 
Radiação e 
Altas 
temperaturas 
Redução tamanho da 
partícula; 
Redução cristalinidade. 
Alto gasto energético; 
não remoção de lignina 
e hemicelulose e 
Formação de inibidores 
Q
uí
m
ic
o 
Ácidos Remoção da 
hemicelulose; 
Altera estrutura da lignina. 
Necessidade 
neutralização; Ataque 
pouco efetivo a lignina 
e Corrosão. 
Agentes 
Oxidantes 
Remoção efetiva a 
hemicelulose; 
Baixa degradação da 
celulose; Não geração de 
resíduos sólidos. 
Necessidade ajuste de 
pH do reagente. 
Solventes 
Orgânicos 
(organossolv) 
Remoção da lignina e 
hemicelulose; Obtenção 
da lignina com alto grau de 
pureza. 
Necessidade de 
remoção do solvente 
residual; Formação de 
inibidores; Alto custo 
na recuperação do 
solvente. 
B
io
ló
gi
co
 Microrganismos 
(Fungos) 
Remoção lignina e 
hemicelulose; Baixo                   
gasto energético; Ideal 
para materiais com alto 
teor de carboidratos. 
Maior tempo de 
residência; Alto custo; 
Taxa de hidrólise 
baixa; Menor 
rendimento em 
açúcares 
Fí
si
co
-Q
uí
m
ic
o 
Explosão a vapor, 
Explosão a CO2 e 
LHW. 
Aumento da área 
superficial; eficiência 
energética. 
Equipamentos 
resistentes a alta 
pressão; 
Alto controle das 
variáveis de processo; 
Etapa adicional para 
remoção da lignina 
Alcalinos e AFEX Remoção da lignina; 
Despolimerização da 
hemicelulose. 
Formação de sais 
irrecuperáveis; Baixa 
eficiência em resíduos 
com alto teor de lignina 
e Corrosão. 
Fonte: Assumpção, 2015. 
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Pode-se observar na Tabela 5 que diversas metodologias de pré-tratamento vêm 
sendo testadas, principalmente devido à diversidade apresentada pelos materiais 
lignocelulósicos, por serem oriundos de diferentes culturas e modo de manejo. Porém, 
nenhuma das metodologias podem ser consideradas como ideal, pois todas 
apresentam vantagens e desvantagens intrínsecas ao processo. 
 
 
3.4.3.1.   Pré-tratamento com peróxido de hidrogênio 
 
O peróxido de hidrogênio vem sendo empregado em alguns trabalhos como 
alternativa para a realização do pré-tratamento da biomassa, esse oxidante químico 
promove a deslignificação dos materiais lignocelulósicos. No caminho percorrido para 
a deslignificação, o peróxido de hidrogênio oxida as subestruturas da lignina sob 
determinadas condições, sendo também utilizado como alvejante nos processos de 
branqueamento nas indústrias de tecido e papel e celulose (GOULD, 1985; 
ARANTES; MILAGRES, 2009; RABELO et al., 2011). 
A efetiva dissolução da lignina e hemicelulose presentes na estrutura dos materiais 
lignocelulósicos ocorre, devido a ação do ânion hidroperóxido (HOO-), cuja formação 
se dá em meio alcalino, transformando assim, o peróxido de hidrogênio em um efetivo 
agente de deslignificação e solubilização dos materiais lignocelulósicos. O meio 
alcalino também favorece a decomposição do peróxido de hidrogênio em radicais 
hidroxila (OH-) e superóxido (OO-) principais responsáveis pela oxidação da estrutura 
da lignina. (FANG et al., 1999; SUN et al., 2004). O pré-tratamento químico com 
peróxido de hidrogênio é bastante seletivo no que diz respeito a oxidação da estrutura 
da lignina, obtendo como resultado positivo o aprimoramento da digestibilidade 
enzimática da biomassa e a diminuição da cristalinidade da celulose, e 
consequentemente uma melhora no desempenho da etapa de hidrólise (CHENG et 
al., 2008).  
Atualmente as metodologias de pré-tratamento que vem sendo comumente 
empregadas, e possuem eficiência comprovada utilizam em seu processo de 
execução algum tipo de reagente químico, podendo assim, gerar substâncias que 
afetam de forma negativa o processo fermentativo (GOULD, 1985). O pré-tratamento 
com peróxido de hidrogênio se destaca entre os demais por apresentar vantagens 
como: 1) a realização do processo em temperatura ambiente e pressão atmosférica; 
2) a ausência de resíduos na biomassa e a 3) baixa ou nenhuma formação de 
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substâncias que inibem a fermentação, pois o peróxido de hidrogênio é totalmente 
degradado (RABELO et al., 2008). Apresentando-se assim como um composto limpo 
pois sua decomposição resulta somente em água e oxigênio (Equação 1), tornando 
uma alternativa promissora para o pré-tratamento de resíduos lignocelulósicos. 
 
H2O2                H2O + O2                                             (1) 
 
 
3.4.4.   Hidrólise 
 
A etapa de hidrólise dos materiais lignocelulósicos visa à conversão dos 
polissacarídeos em açúcares fermentescíveis para a posterior fermentação. O pré-
tratamento é uma etapa crucial na produção do bioetanol, pois, o rendimento obtido 
na etapa de hidrólise é inferior a 20%, quando essa etapa não é executada, caso 
contrário ultrapassa os 90% (HAMELINCK et al., 2005; MORAIS, 2010). 
O processo de hidrólise pode ocorrer por duas rotas, ácida ou enzimática.  
 
 
3.4.4.1. Hidrólise enzimática 
 
A hidrólise enzimática no decorrer do seu processo reproduz o caminho natural de 
degradação da biomassa, no qual as enormes cadeias de celulose e as hemiceluloses 
são transformadas em cadeias menores de açúcares fermentescíveis por meio da 
ação das enzimas (GONÇALVES, 2014). 
Esse processo é realizado por enzimas celulases altamente específicas, que geram 
como produto da hidrólise açúcares redutores, entre eles a glicose. As celulases 
presentes no processo de hidrólise enzimática geralmente se apresentam como uma 
mistura de várias enzimas, pode-se destacar os três grupos principais, sendo esses, 
a endoglucanase, a exoglucanase e a b-glucosidase. 1) A principal função das 
endoglucanases é hidrolisar aleatoriamente as regiões internas da estrutura amorfa 
da celulose, produzindo oligossacarídeos menores. 2) os produtos oriundos da 
endoglucanases se transformam em substratos para as exoglucanases, responsáveis 
principalmente por liberar a celobiose a partir das extremidades da cadeia de celulose. 
As exoglucanazes possuem dois grupos distintos: as glucanohidrolases e as 
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celobiohidrolases, sendo essa última seu principal representante. 3) as β-glicosidades 
são enzimas que completam a hidrólise, pois impedem o acúmulo da celobiose, 
promovendo a quebra da mesma em glicose. Os três grupos principais de celulases 
descritos anteriormente não são os únicos presentes durante a etapa de hidrólise 
enzimática, enzimas auxiliares como por exemplo, glucuronidase, a acetilesterase, a 
xilanase, que possuem como função atacar a hemicelulose também se encontram 
presentes no processo (SUN e CHENG, 2002; PEIXOTO, 2006). 
Vários fatores podem interferir na hidrólise enzimática: o tipo de pré-tratamento 
realizado, produtos finais da biodegradação que podem inibir a atividade enzimática, 
termoestabilidade das enzimas, concentração e adsorção das enzimas no substrato, 
concentração de substrato, tempo de duração da hidrólise, pH do meio, temperatura, 
taxa de agitação, entre outros (VALLANDER; ERIKSSON, 1985; SUN e CHENG, 
2002) 
Algumas vantagens da hidrólise enzimática sobre a ácida podem ser citadas como 
por exemplo, a taxa de degradação da glicose é menor, condições mais amenas de 
temperatura, pH e pressão, menor formação de coprodutos inibidores e não necessitar 
de equipamentos resistentes a corrosão. (MOSCON, 2014). 
 
 
3.4.4.2.  Hidrólise ácida 
  
As frações hemicelulósicas e celulósicas podem ser convertidas a açúcares 
fermentescíveis a partir da hidrólise ácida, processo esse, catalisado por meio da 
adição de ácido. O uso de combinações envolvendo a concentração de ácido, 
temperatura e o tempo de reação podem resultar em quantidades significativas de 
açúcares provenientes da fração celulósica e hemicelulósica (OGEDA; PETRI, 2010). 
A hidrólise ácida apresenta duas metodologias de execução: os processos que 
utilizam ácidos concentrados, empregando concentração de ácido maior que 5% m/v, 
e os que utilizam ácidos diluídos, com concentração de ácido menor que 5% m/v 
(GURGEL, 2010) 
A hidrólise com ácido concentrado é realizada à baixas temperaturas (cerca de 30°C), 
utilizando por exemplo os ácidos sulfúrico ou clorídrico, para realizar a efetiva quebra 
das frações de celulose e hemicelulose. Essa metodologia de hidrolise apresenta 
maior rendimento em relação a obtenção de açúcares e menor formação de produtos 
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de degradação, quando comparada a hidrólise com ácido diluído. Para evitar 
problemas ambientas e prejuízos econômicos a recuperação dos ácidos utilizados no 
processo de hidrólise se torna essencial. Porém essa técnica exige equipamentos 
altamente resistentes a corrosão, tornando assim o custo final do produto mais 
elevado (SUN; CHENG, 2002; GÍRIO et al., 2010; OGEDA; PETRI, 2010). 
Na hidrólise com ácido diluído ocorre a quebra de parte da hemicelulose e da celulose 
em duas etapas. A primeira etapa da hidrólise ocorre em condições intermediárias, 
apresentando temperatura de 121-190 °C e a concentração de ácido de 0,5-1,5%, 
nessa fase a hemicelulose é convertida em açúcar, enquanto que a segunda etapa, 
opera em condições mais severas, com temperatura de 200-240 °C e concentração 
de ácido de até 2,5%, convertendo a celulose. Ao final da primeira etapa a 
hemicelulose hidrolisada pode ser recuperada. Os processos com ácidos diluídos 
geralmente utilizam como catalisador o ácido sulfúrico ou o ácido clorídrico. A 
aplicação de elevadas temperaturas na segunda etapa, pode resultar na formação de 
inibidores, que podem afetar negativamente à etapa de fermentação (GÍRIO et al., 
2010; OGEDA; PETRI, 2010;). 
Embora a hidrólise com ácido diluído esteja sendo amplamente estudada por possuir 
características mais vantajosas que a hidrólise com ácido concentrado, pesquisas 
relacionadas a sustentabilidade do processo precisam ser abordadas, visando assim 
uma futura aplicação do método em escala industrial (GURGEL, 2010). 
 
 
3.4.5.  Fermentação  
 
A fermentação é um processo bioquímico realizado por microrganismos que 
promovem a degradação anaeróbia da glicose (glicólise) ou de outros nutrientes 
orgânicos com a finalidade de se obter energia, armazenada na forma de ATP 
(Adenosina trifosfato). No processo de fermentação alcoólica os microrganismos 
transformam os açúcares produzindo etanol e CO2 (LIMA et al., 2001; NELSON; COX, 
2014). 
O processo fermentação envolve a quebra da glicose em piruvato, por meio da reação 
de glicólise, e posteriormente o piruvato é convertido em etanol. Esse processo 
envolve duas etapas distintas. Primeiramente, em condições anaeróbias, as enzimas 
descarboxilase piruvato, descarboxila o piruvato com a finalidade de gerar acetaldeído 
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e gás carbônico (CO2). Na segunda etapa, o acetaldeído é reduzido a álcool por meio 
de uma reação catalisada pela enzima álcool desidrogenase (ROCHA, 2010; 
NELSON; COX, 2014). 
A adição da levedura no hidrolisado marca o início da fermentação alcoólica. Três 
fases ocorrem após a adição da levedura, garantindo assim a efetividade do processo. 
1) inicialmente, ocorre a adaptação dos microrganismos ao novo ambiente. Devido a 
presença de uma determinada quantidade de oxigênio disponível no hidrolisado, o 
início do crescimento das leveduras se torna possível. 2) nesta fase as leveduras se 
reproduzem rapidamente, obtendo como resultado a liberação de grandes 
quantidades de dióxido de carbono (CO2). Ocorre também o aumento da temperatura 
e do teor alcoólico, onde se pode detectar o aroma característico da fermentação. 3) 
nessa fase o alimento fica escasso, resultando assim na redução do crescimento das 
leveduras e da liberação de gás carbônico, ocorrendo a precipitação do fermento 
(SILVA, 2007). 
Os microrganismos largamente utilizados, quando se trata de obter etanol a partir de 
vias fermentativas, são as leveduras. A Saccharomyces cerevisiae é o gênero de 
levedura mais estudado cientificamente, e consequentemente mais utilizada em 
bioprocessos, devido possuírem características como, elevada produtividade e 
eficiência fermentativa, razoável tolerância ao etanol e a variação de temperatura (20-
40 °C) e resistência a concentrações elevadas de açúcares (≤ 20% m/v) (ALMEIDA et 
al., 2007; SOUZA, 2009; PACHECO, 2010;). 
Vários fatores podem afetar o processo de fermentação, acarretando queda na 
eficiência do processo. Entre os fatores que podem interferir na fermentação podemos 
destacar: 1) os físicos como a temperatura e pressão osmótica; 2) os químicos como 
o pH, teor de oxigênio, a concentração de nutrientes e inibidores; 3) e os biológicos 
como a espécie e concentração da levedura e a contaminação do meio fermentativo 
por microrganismos (LIMA et al., 2001). 
A fermentação de hidrolisados lignocelulósicos tem apresentado resultados 
significativos, como os relatados nos trabalhos de Singh et al. (2013) e Wanderley et 
al. (2013), que estudaram a produção de etanol a partir do hidrolisado do bagaço de 
cana-de açúcar. Foram empregadas concentrações iniciais de açúcar na faixa de 
21,40 a 59,69 g/L, foram obtidas concentrações celulares entres 0,88 e 4,02 g/L e uma 
produção de etanol variando entre 5,33 a 23,58 g/L no tempo de fermentação de até 
72 horas. 
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3.4.6.  Destilação 
 
A destilação é a operação que consiste por meio do aquecimento do fermentado em 
produzir vapores, que são condensados por resfriamento, resultando na separação 
do etanol produzido (SORATTO, 2007). 
O etanol presente no produto da fermentação é separado da mistura hidroalcoólica 
pela diferença do ponto de ebulição entre a água e o etanol, pois componentes que 
possuem menores pontos de ebulição, consequentemente, irão evaporar e condensar 
primeiro, seguidos pelos demais componentes obedecendo sempre a suas 
respectivas volatilidades (RASOVSKY, 1973; SILVA, 2007). 
Finalizada a etapa de destilação são obtidas duas frações distintas, denominadas 
flegma e vinhaça. O principal produto proveniente da destilação do fermentado é o 
flegma, que apresenta uma concentração de 50% em massa de álcool.  Já a vinhaça 
é o resíduo produzido na destilação (BATISTA, 2008). 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
4.1.  Matéria-prima e Pré-tratamento 
 
4.1.1.  Cascas do cacau 
 
Para o desenvolvimento da etapa experimental as amostras foram coletadas durante 
as safras 2016 e 2017. A casca do cacau, matéria-prima necessária para o início dos 
trabalhos laboratoriais, foram fornecidas por intermédio da parceria com a 
agroindústria Chocolates Espírito Santo situada no Município de Iconha, no sul do 
Estado do Espírito Santo. 
As cascas foram trituradas em triturador forrageiro TRF 400, posteriormente passaram 
por uma etapa de secagem em estufa a 105°C, por aproximadamente 2 horas e, em 
seguida, foram novamente trituradas em liquidificador doméstico, visando a redução 
do tamanho das fibras. Após esse procedimento, as amostras foram acondicionadas 
em sacos plásticos, à temperatura ambiente para posterior utilização. 
 
 
4.1.2.  Pré-tratamento com Peróxido de Hidrogênio Alcalino 
 
O pré-tratamento com H2O2 foi adaptado do trabalho de Rabelo (2007). Utilizou-se 15 
g de casca de cacau seca e triturada para 600 ml da solução contendo o peróxido de 
hidrogênio 7,355% (v/v). O pH do meio foi ajustado com NaOH para 11,5 e a 
temperatura ajustada em 50°C com a ajuda de um chapa aquecedora. O processo 
ocorreu em um Béquer agitado mecanicamente pelo tempo de contato de 1 hora. Após 
o pré-tratamento o bagaço foi lavado 12 vezes consecutivas com água deionizada e 
levado à estufa ajustada em 105 °C pelo tempo de aproximadamente 3 horas, até 
obter peso constante. Considerou-se nessa etapa que as lavagens não acarretaram 
perda de celulose na amostra, tendo sido eliminados nessa etapa outras frações da 
casca do cacau. A Figura 7 apresenta as etapas realizadas para a obtenção dos 
substratos que foram utilizados nos procedimentos experimentais. 
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Figura 7: Fluxograma de etapas de preparação das cascas in natura e pré-tratadas. Fonte: Próprio 
autor. 
 
 
4.2.  Caracterização da casca do cacau in natura e pré-tratado 
 
Após secagem, ocorreu a caracterização da biomassa levando em consideração seu 
teor de umidade, extrativos, cinzas, polissacarídeos (celulose e hemicelulose) e 
lignina conforme, procedimentos descritos a seguir. A caracterização foi realizada em 
triplicata para os substratos in natura e pré-tratado. 
 
 
4.2.1. Umidade 
 
Primeiramente, casca do cacau triturada foi encaminhada para estufa a 105°C por 
aproximadamente 3 horas. Após essa etapa inicial de secagem foi determinado o teor 
de umidade residual utilizando o analisador de umidade marca Shimadzu, modelo 
MOC63u. Para tal, colocou-se 2 g do resíduo previamente seco na balança por 10 
minutos a 105°C. 
 
 
 
Casca In 
natura Úmida Trituração
Armazenamento 
em Congelador  
(-4°C)
Secagem 
(105°C)
Casca In 
Natura Seca
Pré-Tratamento 
com H2O2
Secagem          
( 105°C)
Casca Pré-
Tratada
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4.2.2.  Resíduo Mineral Fixo (Cinza) 
 
Baseado em Morais et al., (2010), a determinação do Resíduo mineral fixo (Cinzas) 
foi realizada utilizando 3,0 g de casca sem umidade, as quais foram adicionados a 
cadinhos já calcinados em forno Mufla Digital Microprocessado - CIENLAB entre 550 
a 600°C por 30 minutos. O cadinho contendo a amostra da casca foi colocado em 
forno mufla, onde permaneceu por 3 horas a 600°C. Passado esse período, a mufla 
foi desligada e a amostra permaneceu em seu interior até apresentar a temperatura 
de 200 °C. Posteriormente sendo encaminhada para um dessecador por um período 
de 30 minutos. A amostra foi pesada em seguida e a massa obtida foi registrada. Com 
o conhecimento dos valores da massa do recipiente (MR), da massa da amostra (MA) 
e da massa do conjunto recipiente/amostra calcinada (MRAC), foi possível o cálculo 
da determinação do teor de cinzas totais (TC%) em percentagem, de acordo com a 
Equação 2: 
 
                                         (2) 
 
 
 
4.2.3. Extrativos 
 
O teor de extrativos foi determinado de acordo com o padrão TAPPI T204 cm-97 
(TAPPI, 1997). Primeiramente, pesou-se 5g de casca seca, em seguida, essa amostra 
foi transferida para dentro de um cartucho de um extrator Soxhlet com o auxílio de 
papel filtro. Para a extração, foi utilizada a mistura de solventes tolueno e etanol na 
proporção de 1:1 v/v, e o conjunto balão-extrator foi conectado a um condensador e 
colocado em uma chapa aquecedora (Figura 8), dando início assim à primeira etapa 
de extração que durou 5 horas. O mesmo procedimento foi realizado em uma segunda 
etapa por mais quatro horas utilizando uma solução de etanol.  
Ao final da segunda etapa, o material foi retirado do sachê e transferido para um 
béquer com 150 mL de água deionizada, o conjunto béquer/amostra permaneceu em 
banho Maria por 1 hora em temperatura de aproximadamente 98°C. Em seguida, as 
amostras foram filtradas a vácuo empregando funil de porcelana, papel filtro e 
utilizando 500 mL de água quente. Para determinar o peso do papel filtro sem o 
resíduo da casca do cacau, procedeu-se a pesagem do papel filtro em triplicata. O 
100% 
MA
MRMRACTC
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papel filtro com a amostra foi seco em estufa a 105ºC até peso constante.  Com o 
conhecimento dos valores da massa do papel filtro (MPF), da massa inicial da amostra 
analisada (MA) e da massa papel filtro/amostra secos (MPFA), foi possível determinar 
o teor de extrativos (TE) pela Equação 3: 
 
100% 
MA
MPFMPFATE                                                      (3) 
 
Levando em consideração que os dados encontrados a partir da Equação 3 vão se 
referir à massa da amostra seca, se fez necessário realizar mais um cálculo, a fim de 
corrigir os valores que deverão constar na tabela de análise centesimal do material 
original. O teor de extrativos corrigido (TEC) foi calculado levando em consideração o 
teor de extrativos (TE) e o teor de umidade (TU), de acordo com a Equação 4: 
 
 
100
100%% TUTETEC                                                      (4) 
 
 
Figura 8: Esquema montado para a extração Soxhlet. Fonte: Próprio autor. 
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4.2.4.  Determinação de holocelulose 
 
Para determinar a holocelulose empregou-se a metodologia adaptada do trabalho de 
Morais et al. (2010). O ensaio utilizou 3 g de casca livres de extrativos e 120 ml de 
água deionizada em um erlenmeyer de 500 ml. Posteriormente colocou-se o 
erlenmeyer em banho Maria a temperatura de 70°C e sob agitação. Em seguida, foi 
adicionado 2 ml de ácido acético glacial e 3 mL de hipoclorito de sódio, o erlenmeyer 
foi tampado para evitar o escape do gás cloro produzido. Após uma hora de 
experimento, ocorreu a adição de 2 ml de ácido acético glacial e 3 ml de hipoclorito 
de sódio. Esse procedimento foi realizado por outras 3 vezes sempre em intervalos 
de 1 h. 
Após as 5 horas de permanência nessa primeira etapa, o erlenmeyer foi transferido 
para um banho de gelo pelo período de 30 minutos. Posteriormente, a mistura passou 
por uma filtração a vácuo em funil, papel filtro e água deionizada gelada, até o filtrado 
apresentar cor esbranquiçada e pH neutro. Em seguida, a amostra foi lavada com 50 
ml de acetona e novamente água deionizada gelada. O papel filtro contendo a amostra 
de holocelulose foi seco em estufa até apresentar peso constante. 
O cálculo o teor de holocelulose foi realizado conforme a Equação 5, conhecendo a 
massa do papel filtro (MPF); a massa da amostra (MA) e a massa do papel filtro 
somada à massa de holocelulose, após a secagem em estufa (MPFH), calculou-se o 
teor de holocelulose (TH%). 
 
 100% 
MA
MPFMPFHTH                                                                                       (5) 
 
Porém, foi necessário realizar mais um cálculo, a fim obter o valor do teor de 
holocelulose corrigido (THC), levando em consideração o teor de umidade e de 
extrativos, conforme a Equação 6: 
 
  
100
%%100%% TUTETHTHC                                                  (6) 
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4.2.5.  Determinação de celulose 
 
Determinado o teor de holocelulose, pesou-se cerca de 1 g de amostra de 
holocelulose e adicionou-se em um almofariz juntamente com 15 ml de uma solução 
de hidróxido de sódio a 17,5% (m/v), após 2 minutos de contato entre a solução e a 
amostra de biomassa, iniciou-se a etapa de maceração que durou aproximadamente 
8 minutos. Em seguida, adicionou-se 40 mL de água deionizada ao almofariz e esse 
conteúdo foi transferido para o conjunto funil/papel filtro onde a amostra foi lavada até 
apresentar pH neutro. Ao final a amostra foi encaminhada a estufa a 105°C até 
apresentar peso constante (MORAIS et al., 2010). Com base na massa do papel filtro 
limpo e seco (MPF), a massa da amostra de holocelulose (MAH), a massa papel 
filtro/amostra secos (MPFA) e no teor de holocelulose (TH), pode-se calcular o teor de 
celulose TCE, conforme Equação 7. 
 
100% 



 
MAH
MPFMPFATCE                                                    (7) 
 
Para a obtenção do teor corrigido de celulose (TCEC), com base no teor corrigido de 
holocelulose (THC), foi realizado o cálculo com auxílio da seguinte fórmula 
representada pela Equação 8. 
 
100
%%% TCETHCTCEC                                                               (8) 
 
Interpretando a informação de que a holocelulose consiste nos carboidratos totais, e 
que os mesmos são formados basicamente por celulose e hemicelulose, calculou-se 
o teor hemicelulose corrigido (THEC) pela diferença entre os teores de holocelulose 
corrigido (THC) e celulose corrigido (TCEC), conforme Equação 9. 
 
THEC% = THC% – TCEC%                                                                                 (9) 
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4.2.6.  Determinação do teor de lignina 
 
A determinação da lignina foi realizada conforme norma TAPPI T222 om-02 (TAPPI, 
2002). Pesou-se cerca de 1 g de casca sem extrativos e esse foi transferida para um 
béquer com 15,0 mL de ácido sulfúrico 72% (v/v). O ácido sulfúrico diluído dissolve 
todos os carboidratos deixando apenas a lignina insolúvel, que foi filtrada e 
posteriormente sua massa quantificada. Essa mistura permaneceu por 2 horas sob 
agitação a temperatura ambiente. Em seguida, o material foi transferido para um balão 
de 500 mL com o auxílio de 250 mL de água deionizada. O balão foi colocado em uma 
chapa de aquecimento e conectado a um sistema de refluxo. Após 4 horas de 
aquecimento, contados a partir do momento que a solução do balão começou a ferver, 
a mistura foi filtrada à vácuo utilizando um conjunto funil/papel filtro, e foi lavado com 
água quente até que o filtrado atingisse pH neutro. A amostra foi seca em estufa a 
105ºC até peso constante. O teor de lignina (TL) foi calculado conforme Equação 10, 
utilizando-se a massa do papel filtro (MPF), a massa inicial da amostra analisada (MA), 
a massa papel filtro/amostra secos (MPFA) e do teor de cinzas (TC). 
 
%100% TC
MA
MPFMPFATL 


 



                                       (10) 
 
Os teores de umidade e extrativos são utilizados na Equação 11 para que o teor de 
lignina não seja expresso em função da amostra seca e sem extrativos. 
 
  
100
%%100%% TUTETLTLC                                                  (11) 
 
 
4.3 - Hidrólise ácida 
 
A biomassa proveniente da cultura cacaueira foi submetida a hidrólise ácida para a 
efetiva extração da fração hemicelulósica. Para tal finalidade, a metodologia se 
baseou no emprego do ácido sulfúrico H2SO4, reagente frequentemente descrito na 
literatura para a realização da hidrólise ácida (GURGEL, 2010).  
Visando verificar a influência das variáveis concentração do ácido e tempo de hidrólise 
foi adotado um planejamento experimental fatorial a 3 níveis para duas variáveis (32) 
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com réplica no ponto central, totalizando assim 11 experimentos. A temperatura foi 
mantida a 120°C em todos os experimentos. Os valores que representam as variáveis 
independentes se encontram ilustrados na Tabela 6, na qual os níveis estão em forma 
de códigos -1 para o nível inferior, 0 para os pontos centrais e +1 para o nível superior. 
 
Tabela 6: Níveis dos fatores codificados e valores reais para planejamento fatorial 32  
Fatores Nível -1 Nível 0 Nível +1 
Concentração do ácido (% m/v) 0,20 0,34 0,48 
Tempo (min) 60 90 120 
 
A metodologia de hidrólise com ácido diluído foi adaptada do trabalho de Gurgel 
(2010). Utilizou-se 1 g de casca pré-tratada, colocadas em erlenmeyer de 250 mL. As 
reações foram realizadas com as amostras de cascas pré-tratadas com peróxido de 
hidrogênio, aos frascos erlenmeyer adicionou-se 15 mL de solução de H2SO4 
obedecendo as concentrações propostas pelo planejamento experimental. Os frascos 
foram tampados com papel alumínio e encaminhados à reação de hidrólise em 
autoclave, de acordo com o planejamento expresso na Tabela 7. O tempo só foi 
marcado quando o equipamento atingiu a temperatura 120 ºC. Após o tempo 
estipulado e posterior resfriamento, procedeu-se com a filtração dos hidrolisados e, 
em seguida, com o ajuste de volume das amostras, em balão volumétrico de 100 mL. 
As amostras foram encaminhadas para determinação dos ARTs por meio do método 
DNS.  
Foi utilizado um software de análises estatísticas para determinar os principais efeitos 
das variáveis e suas interações, os dados das análises de variâncias e a obtenção 
das superfícies de resposta. 
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Tabela 7: Detalhamento da matriz experimental da etapa da hidrólise ácida da casca 
do cacau com duplicata no ponto central fixando a temperatura a 120°C. 
Ensaios  Tempo (min) Conc. Ácido (% m/v) 
1  -1 -1 
2  -1 0 
3  -1 +1 
4  0 -1 
5  0 0 
6  0 +1 
7  +1 -1 
8  +1 0 
9  +1 +1 
10  0 0 
11  0 0 
12  0 0 
Fonte: Próprio autor. 
 
 
4.3.1.  Eficiência da Hidrólise 
 
O resíduo sólido retido no papel filtro após a filtração do hidrolisado foi seco em estufa 
a 105°C, por aproximadamente 4 horas e a massa desses sólidos retidos foi utilizada 
para determinar a quantidade de sólidos iniciais que foram solubilizados. A eficiência 
da etapa de hidrólise foi calculada a partir da Equação 13. 
 
 % 𝑑𝑒 𝐸𝑓𝑖𝑐𝑖ê𝑛𝑐𝑖𝑎 =  ௌó௟௜ௗ௢௦ ௜௡௜௖௜௔௜௦ (௚)ିSólidos ௙௜௡௔௜௦ (௚) 
ௌó௟௜ௗ௢௦ ௜௡௜௖௜௔௜௦ (௚)
 𝑥 100                                  (12) 
 
 
4.4.  Determinação da concentração dos açúcares redutores totais (ART) 
 
Para determinar a concentração de ART no hidrolisado proveniente da casca do 
cacau, foi empregada a metodologia proposta por Vasconcelos et al. (2013), sendo 
esta uma variante da metodologia de Bernfeld (1955) e Miller (1959), utilizando o Ácido 
3,5-dinitrosalicílico (DNS). 
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4.4.1. Preparação da solução de DNS 
 
Para um volume final de 1000 mL, 10 g de ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS), foram 
adicionados a 200 mL de uma solução a 2M de hidróxido de sódio recém-preparada 
(solução A). Em paralelo, 300 g de tartarato duplo de sódio e potássio foram 
dissolvidos em 500 mL de água deionizada (solução B), sob aquecimento e agitação 
constantes. Ainda nessas condições, adicionou-se a solução A sobre a solução B até 
a completa dissolução do DNS. Após resfriamento, a mistura foi transferida para balão 
volumétrico de 1000 mL e o volume aferido com água deionizada. O reagente foi 
armazenado em frasco de vidro, o qual foi etiquetado, datado e acondicionado ao 
abrigo da luz (VASCONCELOS et al., 2013). 
 
 
4.4.2.  Quantificação dos ART 
 
Para a obtenção da concentração de ART, adicionou-se em tubos de ensaio 1,0 mL 
de cada amostra do hidrolisado da casca do cacau e o mesmo volume de DNS. Os 
tubos foram encaminhados para um banho-maria a aproximadamente 95°C por 5 
minutos para a ocorrência da reação de formação de cor (avermelhada). Finalizada 
essa etapa os tubos foram imersos em banho de água fria para que a reação fosse 
interrompida. O volume das amostras foi ajustado para 10 mL, com adição de água 
deionizada. Após homogeneização, a intensidade da cor foi lida em espectrofotômetro 
a 540 nm, a qual foi correlacionada com os valores obtidos por meio de uma curva de 
calibração previamente construída (APÊNDICE A). Para que o espectrofotômetro 
fosse zerado foi preparado uma mostra denominada branco, na qual o hidrolisado da 
casca do cacau foi substituído por água deionizada. Quando necessário foram 
efetuadas diluições das amostras empregadas na determinação dos ARTs para que 
a leitura da absorbância estivesse contida dentro do intervalo da curva-padrão. 
O cálculo da concentração de grupos redutores totais (GRT), em g L-1, foi realizado 
de acordo com a Equação 12: 
 
GRT = abs x f x d                                                     (13) 
 
 
49 
 
Em que:  
abs é média das absorbâncias lidas.  
f é fator de concentração, (calculado conforme Equação 1 do APÊNDICE A) 
d é inverso da diluição da amostra. 
 
 
4.5.  Fermentação 
 
Os ensaios de fermentação foram realizados a fim de verificar a produção de etanol a 
partir do hidrolisado da casca de cacau. As metodologias utilizadas para preparo do 
inóculo, determinação de ART e concentração de etanol encontram-se descritas nos 
itens a seguir. 
 
 
4.5.1 Preparação do inóculo 
 
Utilizou-se nos ensaios de fermentação a levedura Saccharomyces cerivisiae da 
marca Red Star da série Pasteur Red.  Foram testadas duas metodologias de inóculos 
distintas, uma de acordo com as orientações do fabricante e outra utilizando meio YPD 
(Yeast extract – Peptone – Dextrose).  
No ensaio F1 foi empregada a metodologia proposta pelo fabricante, no qual para 
reativação da levedura, foram utilizados 50 mL de hidrolisado e 1g/L de levedura em 
relação ao volume total da fermentação (300 mL). O tempo de reidratação durou 20 
minutos e foi realizado em banho-maria a 38°C, sempre mantendo a agitação. 
Para o preparo dos inóculos dos ensaios F2, F3 e F4 foi utilizado para reativação 50 
mL do hidrolisado, ao qual foi adicionado os substratos do meio YPD (Extrato de 
levedura: 1g/L, Peptona: 2%, Glicose: 4%). A quantidade de levedura utilizada 
também foi de 1g/L em relação ao volume total da fermentação. Os Inóculos foram 
cultivados em shaker da marca Marconi, a 30 °C e 300 rpm por 18 horas.  
Todo o procedimento descrito foi realizado em condições estéreis e com o pH ajustado 
para 5,5. 
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4.5.2 Ensaios de Fermentação 
 
O mosto resultante da etapa de hidrólise foi filtrado a vácuo e transferido para um 
Becker onde procedeu-se o ajuste de pH para aproximadamente 5,5. O conteúdo foi 
homogeneizado e transferido para um balão volumétrico, o qual foi posteriormente 
vedado com papel kraft e esterilizado a 120 ˚C por 20 minutos, em autoclave vertical 
marca Phoenix Luferco.  
As fermentações ocorreram em condições de assepsia, em biorreatores agitados 
mecanicamente da marca Marconi (modelos MA 502/D E MA 502/3). As condições de 
cada ensaio se encontram descritas a seguir. 
 
 Ensaios F1 e F2: tiveram como objetivo a comparação entre os inóculos 
propostos no item 4.5.1. Foi utilizado o reator de 500 mL, com volume reacional 
de 300 mL. O tempo de fermentação foi de 24 horas. Amostras foram coletadas 
nos tempos: 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 18, 21, 24h. 
 Ensaios F3 e F4: Os ensaios empregando o inóculo de melhor desempenho na 
etapa anterior foram realizados no reator de 3L, utilizando volume reacional de 
1L. O tempo total de fermentação foi de 48hs, e as amostras foram coletadas 
nos tempos: 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 18, 21, 24, 30, 36, 42, 48h. 
 
Todos os ensaios (F1, F2, F3 e F4) foram conduzidos em batelada, sem aeração, 
agitação de 150 rpm e temperatura controlada a 30 °C com o auxílio de um banho 
termostático. As amostras coletadas foram empregadas para a determinação do 
crescimento celular e posteriormente foram centrifugadas para a análise de ART. A 
amostra final foi destilada para a obtenção do teor alcoólico.  
O ensaio F3 teve como objetivo verificar a influência da suplementação com glicose 
de forma a iniciar o cultivo com concentração de 20 g/L de ART, uma vez que o 
hidrolisado da casca de cacau gera aproximadamente 10 g/L de ART, valor este 
inferior aos encontrados na literatura para ensaios de fermentação alcoólica, conforme 
trabalhos de Santos (2014) e Gomes (2015) que relataram a obtenção de resultados 
promissores utilizando a concentração inicial de aproximadamente 20 g/L de ART. 
O ensaio F4 avaliou o efeito da presença de compostos inibidores gerados na etapa 
de pré-tratamento químico, utilizando como meio fermentativo apenas uma solução 
de glicose com concentração inicial de 20g/L. 
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4.5.3 Concentração celular 
 
A concentração celular no meio fermentativo foi determinada com o auxílio do 
espectrofotômetro da marca Kasuaki, modelo IL-227, realizando medidas da 
absorbância com comprimento de onda de 570 nm, a qual foi correlacionada com os 
valores obtidos por meio de uma curva de calibração previamente construída 
(APÊNDICE B).  
 
 
4.5.4 Determinação dos açúcares redutores totais (ART) 
 
Os procedimentos para quantificação dos açúcares redutores totais (ART) foram 
realizados conforme descritos na seção 4.3 deste trabalho. 
 
 
4.6.  Destilação 
 
Foram realizadas a destilação dos ensaios F3 e F4. O meio fermentado foi transferido 
para um balão de 250 mL, o qual foi acoplado no sistema de destilação (Figura 9). Ao 
início do processo descartou-se as primeiras gotas de destilado e procedeu-se a 
destilação pelo tempo de aproximadamente 1 hora. As amostras foram identificadas 
e armazenadas em frascos com tampa mantidos em geladeira. Posteriormente as 
amostras destiladas foram encaminhadas para a determinação do teor alcóolico em 
ºGL. 
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Figura 9: Sistema montado para a destilação. Fonte: Próprio autor. 
 
 
4.7. Determinação do teor alcoólico 
 
O teor alcóolico do álcool destilado, proveniente dos ensaios F3 e F4, foram 
determinados conforme a norma NBR 13920 (ABNT, 1997). 
O método proposto consiste na oxidação do etanol pelo dicromato de potássio, 
formando compostos coloridos. Foram empregadas as soluções de dicromato de 
potássio a 10 % (m/v), solução padrão de etanol absoluto e ácido sulfúrico 
concentrado (97%).  
A solução de dicromato de potássio (K2Cr2O7) foi preparada diluindo 10,0 g do 
composto em água deionizada, após a diluição completa a solução foi transferida para 
um balão volumétrico de 100 mL e o volume ajustado com água deionizada. A curva 
de calibração para determinação do teor alcoólico encontra-se no APÊNDICE E. 
 
 
4.7.1. Determinação do etanol  
 
O etanol obtido do destilado dos ensaios F3 e F4 foi caracterizado utilizando-se 0,02 
mL da amostra, o qual foi diluído para 5,0 mL com água destilada, seguindo-se o 
procedimento citado na curva de calibração (APÊNDICE E). A determinação do teor 
alcoólico, em °GL foi obtida empregando a Equação 14. 
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10007834,0
`5000

 EE         ou     `323,6 EE                                    (14) 
 
Em que:  
E = teor de etanol na amostra, em mL/100 mL (˚GL) 
E’ = mg de etanol na alíquota, conforme leitura na curva-padrão  
5000 = fator de conversão da alíquota de 0,020 mL para 100 mL  
1000 = fator de conversão de mg para g  
0,78934 = densidade do etanol a 20˚C, em g.mL-1  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
54 
 
5 - RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 
5.1 Caracterização do material lignocelulósico proveniente do cacau 
 
A casca do cacau foi triturada e acondicionada em congelador para evitar a 
proliferação de microrganismos. O preparo das amostras de casca para os 
procedimentos experimentais de caracterização seguiu os passos descritos pelas 
metodologias detalhadas anteriormente no item 4.1.1. Foram utilizadas cascas de 
cacau in natura e cascas pré-tratadas quimicamente com peróxido de hidrogênio 
(Figura 10). 
                  
(a)      (b) 
Figura 10: Casca de cacau in natura (a) e Casca pré-tratada (b). Fonte: Próprio autor. 
 
Na análise da composição da casca do fruto do cacau foram obtidos valores que se 
encontram dentro das faixas descritas na literatura. Na Tabela 8, pode-se observar os 
dados obtidos para a caracterização da composição da casca do cacau. 
 
Tabela 8: Composição química da casca do fruto do cacau. 
Componente Casca in Natura (%) Casca Pré-tratada (%) 
Umidade 7,30 ± 0,47 8,54 ± 0,18 
Lignina Insolúvel 18,24 ± 0,75 11,25 ± 0,69 
Celulose 32,46 ± 1,34 75,48 ± 3,31 
Hemicelulose 20,3 ± 1,59 1,92  ± 3,36 
Extrativos 30,56 ± 1,35 8,55 ± 2,17 
Cinzas 7,10 ± 0,13 2,56± 0,008 
Fonte: Próprio autor. 
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Com base na Tabela 8, pode-se observar que os teores de umidade obtidos para a 
cascas in natura e pré-tratada apresentaram teores próximos. Em relação ao teor de 
cinzas e ao teor de extrativos houve uma redução dos percentuais após a realização 
da etapa de pré-tratamento. Essa redução se justifica, devido a composição dessas 
duas frações, pois, segundo Nogueira; Rendeiro, 2008, as cinzas são os resíduos 
resultantes da combustão dos componentes orgânicos e oxidações dos inorgânicos, 
sendo constituída por compostos de silício (Si), cálcio (Ca), magnésio (Mg), etc.  Já 
os extrativos, segundo Silvério et al., 2006, são componentes que não fazem parte da 
parede celular vegetal, podendo apresentar como constituintes alguns sais ou 
minerais inorgânicos, açúcares e polissacarídeos, ácidos e ésteres graxos, compostos 
fenólicos e glicosídeos entre outros, podendo esses serem solúveis em água ou em 
solventes orgânicos. Evidenciando assim a efetividade da etapa de pré-tratamento ao 
reduzir o percentual de constituintes naturais presentes na casca do cacau, que são 
indesejados ao processo de produção de bioetanol. 
Prosseguindo com a análise da Tabela 8, observa-se que no substrato pré-tratado 
ocorreu um aumento no teor de celulose e um decréscimo nos teores de lignina e 
principalmente no teor de hemicelulose, evidenciando a eficácia da etapa de pré-
tratamento físico/químico que visa à remoção dessas duas frações, permitindo, dessa 
forma, uma maior disponibilidade da celulose presente na casca para a reação da 
hidrólise. 
Como fontes presentes na literatura que apresentam dados sobre a caracterização e 
composição da casca do cacau são escassos, não foram encontrados dados 
publicados referentes à biomassa proveniente da cultura do cacau para comparar os 
valores obtidos neste trabalho em relação à caracterização da casca após o pré-
tratamento. Para se ter uma noção da eficácia dos métodos adotados para a 
realização do pré-tratamento da biomassa proveniente da indústria do cacau, realizou-
se na Tabela 9, a comparação com os resultados reportados por diferentes literaturas 
quanto a composição da biomassa proveniente da indústria sucroalcooleira . 
Considera-se importante destacar que, na Tabela 9, compararam-se biomassas 
oriundas de culturas diferentes, que receberam aplicação de metodologias de 
caracterização e pré-tratamento distintas e que possuem características diferentes 
levando em consideração: a espécie da planta, idade, tempo de colheita e a condição 
ou estágio do crescimento do vegetal, que podem influenciar na diferença dos teores 
encontrados (JEFFRIES; JIN, 2000). 
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Tabela 9: Comparação da caracterização química da casca de cacau e bagaços de 
cana descritos na literatura. 
Referência Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%) 
Substrato in natura 
Este Trabalho* 32,46 20,3 18,24 
Mororó (2007) * 31,45 18,75 15,68 
Ogata (2013) **    26,47 – 54,18 16,71 – 25,97   17,70 -27,12 
Rocha (2016) ** 39,57  26,17 23,33 
Rocha et al. (2016) ** 35,0 29,0 19,0 
Substrato pré-tratado 
Este trabalho* 75,48 1,92 11,25 
Rocha (2016) ** 61,58 17,83 10,69 
Rocha et al. (2016) ** 68,0 13,0 9,0 
*. Trabalhos referentes a biomassa proveniente da indústria cacaueira. 
**. Trabalhos referentes a biomassa proveniente da indústria sucroalcooleira. 
 
Levando em consideração os dados detalhados na Tabela 9, pode-se observar que 
os valores obtidos na caracterização química da casca do cacau in natura e pré-
tratada se encontra próximo da faixa de valores publicados na literatura referentes ao 
bagaço da cana-de-açúcar, o que viabiliza a utilização do resíduo proveniente da 
casca do cacau como uma promissora matéria-prima para a obtenção do bioetanol.  
 
 
5.2. Hidrólise Ácida 
 
As condições de hidrólise testadas no planejamento fatorial podem ser observadas na 
Tabela 10, assim como a resposta da concentração de ARTs presentes no hidrolisado. 
Nota-se que a concentração de ARTs no hidrolisado apresentou uma variação entre 
2,74 e 13,40 g.L-1. As melhores concentrações de ART foram encontradas nas 
condições do ponto central (ensaios 4, 8, 10 e 12) apresentando uma média em torno 
de 12,08 g. L-1 de ART. 
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Tabela 10: Resultados de hidrólise para a Matriz do planejamento experimental 
fatorial. 
Ensaios Conc. Ácido (% m/v) Tempo (min) ART (g .L-1) 
1 0,34 60 2,99 
2 0,48 90 8,66 
3 0,20 120 10,22 
4 0,34 90 12,46 
5 0,48 120 10,39 
6 0,20 90 8,86 
7 0,48 60 2,74 
8 0,34 90 11,05 
9 0,34 120 6,91 
10 0,34 90 13,40 
11 0,20 60 2,83 
12 0,34 90 11,40 
Fonte: Próprio autor. 
 
A partir dos resultados de ART apresentados na Tabela 10, foi realizada a regressão 
linear das variáveis estudadas empregando um software de análises estatísticas. Os 
principais efeitos e a interação podem ser observados na Tabela 11, que possui como 
variável de resposta a concentração de açúcar no hidrolisado (ART). A Figura 11 
apresenta o gráfico de Pareto com efeitos padronizados, nota-se que a linha vertical 
em vermelho (p = 0,5), indica a magnitude que o efeito deve demonstrar para que 
possa ser considerado significativo a 95% de confiança. 
 
Tabela 11: Tabela dos Efeitos para hidrólise ácida da casca do cacau 
Fatores Efeitos Desvio Padrão p-valor 
Média 7,569341 0,621813 0,000019 
(1) Conc. Ácido (L) -0,041908 1,628289 0,980301 
Conc. Ácido (Q) 0,860215 1,221217 0,507594 
(2) Tempo (L) 6,321478 1,628289 0,008149 
Tempo (Q) 4,673284 1,221217 0,008692 
Interação 1L x 2L 0,127378 1,994239 0,951146 
*(L) = fator linear; **(Q) = fator quadrático. Fonte: Próprio autor. 
58 
 
 
Figura 11: Gráfico de Pareto para hidrólise ácida da casca do cacau. Fonte: Próprio autor. 
 
Observando a Figura 11, nota-se que o efeito linear e quadrático da concentração de 
ácido e a interação linear dos efeitos tempo/concentração de ácido não se mostraram 
estatisticamente significativos a 95% de confiança. Por esse motivo, esses efeitos 
foram eliminados do modelo e considerados erros aleatórios experimentais. O valor 
obtido para o coeficiente de correlação do modelo de regressão foi de R2 = 83,80%. 
Analisando a Tabela 11, percebe-se que o efeito tempo exerce maior influência sobre 
a variável de resposta, evidenciando que um maior tempo de hidrólise acarreta 
maiores concentrações de açúcares no hidrolisado, pois os efeitos linear e quadrático 
do tempo possuem valores positivos. Isso se justifica devido a utilização da 
metodologia de hidrólise com ácido diluído, no qual foi empregada uma baixa 
concentração de ácido, necessitando assim de um maior tempo de contato entre o 
substrato e a solução ácida, para que ocorra uma efetiva quebra da cadeia celulósica. 
Dússan et al. (2014) realizou estudo sobre a hidrólise ácida empregando 
concentrações de ácido sulfúrico variando de 2% a 6% e tempos de 10 a 30 minutos, 
o qual também constatou que a concentração de ácido não influenciou na maior 
liberação de ART e sendo apenas o tempo significativo. Já Radomski et al. (2012) 
estudou a hidrólise ácida com concentrações variando de 0,3 mol/L a 0,46 mol/L, 
tempos de 10 a 30 minutos e temperaturas de 120 a 190 °C, constatando também que 
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o fator tempo juntamente com o fator temperatura apresentaram maior influência 
sobre a variável de resposta. 
O modelo empírico determinado que descreve a concentração de açúcares 
fermentescíveis no hidrolisado pode ser descrito pela Equação 15. 
 
ART =   43,150813339969 + 1,097362374672 T - 0,0055111356180505 T2                 (15) 
 
Em que: 
ART = Açúcar no Hidrolisado (g.L-1) 
T = Tempo (min) 
 
A fim de analisar se o modelo predito é estatisticamente significativo foi realizado uma 
análise de variância (ANOVA) com intervalo de confiança de 95%, detalhada na 
Tabela 12. 
 
Tabela 12: Análise da variância (ANOVA) para o ajuste do modelo aos dados do 
planejamento fatorial 32 
Fatores GL Soma 
Quadrática 
Média 
Quadrática 
F 
Calculado 
F 
Tabelado 
Regressão   2 159,60 79,80  
27,80 
 
4,26 Resíduo   9 25,85 2,87 
Falta de Ajuste   6 22,45 3,74  
3,28 
 
8,94 Erro Puro   3 3,41 1,14 
Total  11 185,45    
GL = grau de liberdade 
Fonte: Próprio autor. 
 
Conforme pode ser observado na Tabela 12, o valor do teste F calculado para verificar 
a regressão do modelo foi de 27,80. O grau de liberdade calculado para a regressão 
e o resíduo foi de 2 e 9, respectivamente. O valor tabelado no nível de 95% de 
confiança é de F2,9 = 4,26. Sendo o valor F calculado superior ao valor tabelado, 
entende-se assim que o modelo de regressão proposto é significativo. O modelo 
estudado não apresentou evidências de falta de ajuste, pois o F calculado foi de 3,28, 
sendo esse menor que o F tabelado no nível de 95% de confiança que é de F6,3 = 
8,94. 
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Observando que ambos os testes F foram satisfatórios, o modelo predito pode ser 
considerado estatisticamente significativo a 95% de confiança. 
Construiu-se também a partir dos resultados obtidos a superfície de resposta e a curva 
de nível (Figuras 12 e 13) correspondente ao par de variáveis independentes em 
função da variável de resposta. A hidrólise ácida da casca do cacau apresenta 
melhores resultados com a associação de temperaturas e concentração de ácido em 
seus pontos centrais (0,34% m/v de ácido e 90 minutos), dentro da faixa do 
planejamento experimental, representado pela região de vermelho intenso da 
superfície resposta obtida (Figura 12). Mesmo o efeito concentração de ácido não 
tendo se apresentado significativo, pode-se notar que ele possui influência sobre a 
variável de resposta, à medida que há o aumento de tempo de reação. 
 
 
Figura 12: Superfície de resposta para avaliar os efeitos da concentração de ácido e tempo de 
hidrólise sobre a concentração de açúcares redutores no hidrolisado. Fonte: Próprio autor. 
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Figura 13: Curva de nível para avaliar os efeitos da concentração de ácido e tempo sobre a 
concentração de ART no hidrolisado. Fonte: Próprio autor. 
 
Os resultados demonstraram que o fator tempo possui uma maior influência na 
hidrólise quando comparado ao fator concentração de ácido. Assim para comprovar 
que não havia influência significativa da concentração de ácido na hidrólise foram 
realizados novos experimentos nas condições de concentrações de ácido de 0, 1,7% 
e 3,4%, no tempo de 90 minutos (relativo ao ponto central). Os resultados encontram-
se na Tabela 13.  
 
Tabela 13: Experimentos adicionais de hidrólise. 
Ensaios Conc. Ácido (% m/v) Tempo (min) ART (g .L-1) 
1 0 90 1,05 
2 1,7 90 11,62 
3 3,4 90 11,24 
Fonte: Próprio autor. 
 
Os dados da Tabela 13 mostraram que mesmo com o aumento da concentração de 
ácido não houve um aumento considerável na concentração de açúcares redutores 
no hidrolisado, o que reforça a hipótese de que a concentração de ácido não possui 
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grande influência no resultado da hidrólise. Por outro lado, a amostra hidrolisada sem 
a presença do ácido apresentou uma concentração muito baixa de açúcares 
redutores, mostrando que a presença do ácido é importante para desencadear as 
reações de conversão da celulose em açúcares fermentescíveis. 
A eficiência da hidrólise calculada conforme Equação 13, foi em torno de 40% para a 
condição que utilizou a concentração de ácido de 0,34% (m/v) e tempo de 90 minutos. 
Para as concentrações de 1,7% e 3,4% a 90 minutos, as eficiências foram 
respectivamente 41,49% e 41,29%. Esses valores podem ser comparados a 
resultados apresentados na literatura para outras biomassas com potencial para a 
bioconversão em etanol, podemos citar o percentual de eficiência entre 43,1 e 52,0% 
para a palha de arroz (BAK et al., 2009), e 53,9% para o capim-elefante (SIQUEIRA 
et al., 2016). Os dados publicados sobre o bagaço de cana-de-açúcar apresentam 
melhores resultados, como o trabalho de Gurgel, (2010), que relatou eficiência em 
torno de 69,8% para hidrólise ácida. Já Sasaki et al. (2012), obteve eficiência na 
hidrólise enzimática em torno de 90%, valor este expressivamente superior ao 
encontrado no presente trabalho, o que pode ser justificado pela diferença de 
substrato utilizado e de metodologias empregadas nas etapas de pré-tratamento e 
hidrólise. 
Apesar dos baixos valores de eficiência na hidrólise encontrados no presente trabalho, 
os resultados são promissores uma vez que a concentração de ácido diluído 
empregada neste estudo foi baixa, levando em consideração metodologias de 
experimentos descritas na literatura, como Lima et al. (2015) e Nguyen et al. (2014) 
que estudaram concentrações de ácido variando entre de 2 e 6% (v/v) para a 
realização da hidrólise. Outro fator positivo na aplicação de baixas concentrações de 
ácido é a menor geração de compostos inibidores no processo de hidrólise. 
Diante dos resultados obtidos podemos destacar que a hidrólise com ácido diluído foi 
eficaz na quebra da celulose, porém ajustes na metodologia se fazem necessários 
para a obtenção de maiores valores de eficiência no processo de hidrólise. 
 
 
5.3. Fermentação 
 
Para investigar a produção de etanol utilizando hidrolisados ácidos da biomassa da 
agroindústria cacaueira foram realizados 4 experimentos de fermentação (descritos 
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conforme item 4.5.2). Os valores experimentais encontram-se nas tabelas do 
APÊNDICE C. As medidas de etanol foram obtidas apenas para os ensaios F3 e F4 
devido a limitações de disponibilidade de equipamentos para análise. 
 
 
5.3.1. Ensaios F1 E F2 
 
Os resultados de concentração celular e ART para o ensaio F1 encontram-se na 
Figura 14, a seguir.  
 
 
Figura 14: Curva de concentração celular X (g/L) e consumo de ART (g/L) em função do tempo no 
ensaio F1. Fonte: Próprio autor. 
 
Observou-se que no ensaio F1 não houve fase lag, o que indica uma boa adaptação 
das leveduras ao meio fermentativo. A fase exponencial de velocidade de crescimento 
ocorreu no intervalo de 2 a 6 horas de cultivo, evidenciando uma velocidade específica 
máxima de crescimento celular (µmáx) de 0,106 h-1, calculada conforme a Equação da 
reta apresentada na Figura 3 do APÊNDICE D. Observou-se também que ocorreram 
variações na concentração celular no período de 6 a 18 horas em torno de 3,3 g/L e 
também apresentou um ligeiro crescimento após as 18 horas, tendo atingido 6,40 g/L 
em 24 horas de cultivo.  
A concentração de ART inicial foi de 11,14 g/L, obtidos pela hidrólise com 
concentração de ácido de 0,34% e tempo de 90 minutos. Notou-se também que houve 
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um baixo consumo de ART durante o processo de fermentação, tendo sido consumido 
apenas 2,11 g/L. O baixo consumo de ART pode ter ocorrido devido à presença de 
inibidores resultantes da etapa de hidrólise ácida. Segundo Brethauer e Wyman, 
(2010), por necessitar de condições mais severas de execução, a hidrólise ácida gera 
produtos secundários indesejados que interferem negativamente no processo de 
fermentação, sendo o furfural, 5 hidroximetilfurfural (HFM), ácido acético, ácido 
fórmico, ácido 4-hidroxibenzóico, ácido vanílico, fenol, formaldeído e outros, prováveis 
inibidores que podem ser formados. 
Os resultados de concentração celular e ART para o ensaio F2 encontram-se na 
Figura 15, a seguir.  
 
 
Figura 15: Curva de concentração celular X (g/L) e consumo de ART (g/L) em função do tempo no 
ensaio F2. Fonte: Próprio autor. 
 
Na Figura 15, observou-se que houve uma pequena fase lag, no intervalo de 0 a 2 
horas de cultivo, diferentemente do ensaio F1, o que provavelmente se deve à 
diferença na forma de obtenção do inóculo. A fase exponencial foi observada 
praticamente durante todo o cultivo, entre 4 a 30 horas, atingindo a velocidade 
especifica de crescimento máxima (µmáx) de 0,139 h-1, calculada conforme a equação 
da reta apresentada Figura 4 do APÊNDICE D.  
O hidrolisado utilizado no ensaio F2 foi obtido também pela hidrólise com 
concentração de ácido de 0,34% e tempo de 90 minutos, o qual gerou uma 
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concentração de ART de 10,96 g/L. Comparando com o ensaio F1, nesse ensaio 
observou-se um maior crescimento celular atingindo 8,7 g/L de células, assim como 
maior consumo de ART, cerca de 6,33 g/L. 
Comparando os dois ensaios, o inóculo preparado no shaker em overnight em meio 
YPD (ensaio F2) se mostrou mais eficaz no processo fermentativo do hidrolisado da 
casca do cacau, pois, apresentou maior crescimento celular e maior consumo de ART, 
em relação ao ensaio F1. Pode-se afirmar então que as células que passaram por 
uma etapa de pré-inóculo no hidrolisado suplementado pelo meio YPD apresentaram 
um melhor comportamento cinético, inclusive o ensaio F2 poderia ter sido prolongado 
de forma a obter-se, provavelmente, um total consumo dos açúcares e maior 
concentração celular ao final do cultivo. 
 
 
5.3.2. Ensaios F3 e F4 
 
A partir dos resultados dos ensaios F1 e F2, o inóculo preparado com hidrolisado em 
meio YPD foi escolhido para realização dos ensaios F3 e F4. Os resultados obtidos 
encontram-se nas Figuras 16 e 17. 
 
 
Figura 16: Curva de concentração celular X (g/L) e consumo de ART em função do tempo no ensaio 
F3. Fonte: Próprio autor. 
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O ensaio F3 utilizou como meio fermentativo o hidrolisado da casca do cacau 
suplementado com glicose, afim de obter uma concentração inicial de 
aproximadamente 20 g/L de ART 
Observou-se a partir da Figura 16, a ausência da fase lag, provavelmente devido à 
maior concentração inicial de glicose em relação ao ensaio F2. A fase exponencial 
teve duração no intervalo de 0 a 8 horas de cultivo e apresentou uma velocidade 
específica de crescimento máxima (µmáx) de 0,115 h-1, calculada conforme a equação 
da reta apresentada na Figura 5 do APÊNDICE D, valor este consideravelmente 
superior ao ensaio F2. Em seguida, a concentração celular manteve-se constante pelo 
período de 10 a 18 horas, em torno de 6,7 g/L, posteriormente apresentou um pequeno 
crescimento no intervalo de 18 a 30 horas, atingindo 7,84 g/L, e ao final do cultivo 
apresentou um ligeiro decaimento apresentando a concentração final celular de 6,46 
g/L. O fato desse ensaio ter sido suplementado com glicose mostrou que a maior 
disponibilidade de glicose influenciou na velocidade de crescimento, porém não 
conduziu a maiores valores de concentração celular (Xmax = 7,84 g/L) em relação ao 
ensaio F2 (Xmax =8,69 g/L), indicando que esta foi metabolizada preferencialmente e 
de forma mais rápida em comparação ao meio hidrolisado sem suplementação. 
Segundo Volpe (1997), esse comportamento pode ocorrer pois no processo 
fermentativo que envolve mais de um tipo de açúcar, as células demoram para 
produzir todas as enzimas e proteínas de transporte necessárias para o metabolizar 
as pentoses presentes, o que é o caso de hidrolisado de resíduos lignocelulósicos. 
Podemos observar ainda que o ensaio F3 apresentou inicialmente uma concentração 
de ART de 20,31 g/L e que este valor apresentou um decréscimo expressivo até 12 
horas de cultivo, isso se justifica, provavelmente, devido ao rápido crescimento celular 
nesse período, no qual as células consumiram preferencialmente a glicose presente 
no meio. Após 12 horas de cultivo do ensaio F3 o consumo de açúcares redutores 
ocorreu em uma taxa mais lenta e observou-se que os açúcares do hidrolisado foram 
parcialmente consumidos uma vez que o consumo de ART até o final do cultivo (48 
horas) foi em torno de 13,91 g/L. 
O ensaio F4 foi realizado com o intuito de analisar a influência da presença de 
inibidores no meio fermentativo do hidrolisado, tendo sido então realizada uma 
fermentação empregando apenas uma solução de glicose com concentração inicial 
de aproximadamente de 20 g/L.  
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Figura 17: Curva de concentração celular X (g/L) e consumo de ART em função do tempo no ensaio 
F4. Fonte: Próprio autor. 
 
Na Figura 17, pode-se observar que a concentração celular apresentou uma fase lag, 
no intervalo de 0 a 2 horas de cultivo, diferentemente do ensaio F3. Neste ensaio, 
observou-se que o crescimento celular atingiu 7,96 g/L de células, valor similar ao Xmáx 
do ensaio F3 (7,84 g/L), e após 30 horas de cultivo ocorreu, um decréscimo na 
concentração celular atingindo no final do cultivo 6,55 g/L de células. 
A fase exponencial durou entre o intervalo de 4 a 21 horas, atingindo velocidade 
especifica máxima (µmáx) de 0,0194 h-1, valor este bem inferior ao obtido no ensaio F3 
(µmáx = 0,115 h-1), o que provavelmente se deve à falta de algum nutriente adicional 
ao meio, uma vez que a glicose era a única fonte nutricional. 
Comparando os ensaios F3 e F4, pode-se notar que no ensaio F4 a glicose foi 
consumida totalmente até 12 horas de cultivo, e no ensaio F3 ocorreu um consumo 
significativo de açúcares desde o início do cultivo até 12 horas, porem restaram ainda 
6,38 g/L de ART ao final do cultivo. Essas diferenças, mostram que os açúcares são 
totalmente consumidos pela levedura quando não há presença de inibidores no meio 
de cultivo, e também esses ensaios mostraram que a presença de inibidores do 
metabolismo das leveduras ou a presença de açúcares não fermentescíveis 
influenciaram na redução da concentração final de ART, o qual não foi totalmente 
consumido nos ensaios F1, F2 e F3. Machado e Abreu (2006), em seus estudos, 
relataram que a hidrólise ácida, em seu processo de execução, pode gerar açúcares 
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não fermentescíveis, diminuindo assim o rendimento da fermentação. Segundo 
Lucero et al. (2002), as leveduras utilizam preferencialmente a glicose, antes de 
qualquer outra fonte de açúcar. Estudos realizados por Volpe (1997), observaram que 
o processo fermentativo utilizando como fonte de carbono a sacarose, glicose ou 
frutose ocorre em menor tempo, se comparado com os outros tipos de açúcares, como 
as pentoses. Porém quando o meio fermentativo apresenta mais de um tipo de açúcar 
em sua composição, os microrganismos responsáveis por metabolizarem esses 
açúcares selecionam primeiramente os que possuem o menor tempo de indução, 
como é o caso da glicose. 
 
 
5.4 Teor alcoólico  
 
O teor alcoólico analisado, ao final do ensaio fermentativo, foi de 19,2% v/v (°GL) para 
o ensaio F3 e 21,5% v/v (°GL) para o ensaio F4, valor calculado a partir da curva 
padrão de etanol (Figura 7 – APÊNDICE E).  
Os teores alcoólicos encontrados neste trabalho se encontram dentro da faixa de 
valores publicados na literatura para produção de etanol utilizando a biomassa 
lignocelulósica, como Pereira, (2014), que descreveu em seu trabalho teores 
alcóolicos entre 12 e 26 °GL, e Lopes, (2013) que encontrou teores entre 6,85 e 32,37 
°GL. 
Observou-se ainda a partir dos resultados obtidos, que a concentração inicial de 
açúcares de ambos os ensaios foi em torno de 20 g/L, e os teores alcóolicos dos dois 
ensaios apresentaram valores próximos, sendo que o teor alcóolico do ensaio F3 foi 
um pouco inferior. Isso pode ser justificado devido a provável ocorrência de formação 
de inibidores durante a etapa de hidrólise ácida, o que pode ter dificultado o processo 
de fermentação. 
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6. CONCLUSÕES 
 
 Caracterização da casca de cacau: 
A caracterização da composição do resíduo sólido da agroindústria cacaueira in 
natura, que apresentou teor de celulose (32,46%) o qualifica como uma promissora 
matéria-prima para a obtenção de açúcares fermentescíveis. A metodologia 
empregada para a realização da etapa de pré-tratamento se mostrou eficiente, pois 
ocasionou a remoção de frações da casca do cacau que interferem negativamente na 
etapa de hidrólise. O teor de hemicelulose foi reduzido de 20,3% in natura para 1,92% 
após pré-tratamento, e o teor de celulose aumentou de 32,46% para 75,48%. 
 
 Hidrólise Ácida: 
O melhor resultado de concentração de ART foi 13,40 g. L-1, resultado esse obtido nas 
condições experimentais relativas ao ponto central do planejamento de experimentos, 
no tempo de 90 minutos e concentração de ácido de 0,34% m/v, apresentando uma 
eficiência de 40% de conversão de celulose em ART. 
No tratamento estatístico dos resultados, as análises estatísticas constatou-se que o 
fator mais significativo para a liberação de ART foi a variável tempo e que a variação 
da concentração de ácido não foi significativa. 
 
 Ensaios Fermentativos: 
As fermentações a partir dos hidrolisados ácidos da casca do cacau mostraram que 
ao final do processo a quantidade de etanol foi satisfatória, tendo sido obtidos os 
valores de 19,2% (°GL) e de 21,5% nos ensaios F3 e F4, respectivamente. 
A escassez de publicações na literatura ligados ao reaproveitamento da biomassa do 
cacau reforça a importância do presente estudo. Os resultados obtidos são 
animadores e inéditos, reforçando a viabilidade do uso dos resíduos sólidos 
constituídos pela casca do cacau como matéria-prima para a obtenção de açúcares 
fermentescíveis, podendo assim futuramente agregar um maior valor a cadeia 
produtiva do cacau. 
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7.  SUGESTÕES DE TRABALHOS FUTUROS 
 
 Otimizar as condições experimentais do processo de hidrólise com ácido 
diluído incluindo no planejamento experimental a variação da concentração de 
sólidos provenientes da casca do cacau, visando aumentar a eficiência da 
etapa de hidrólise. 
 
 Estudar as condições experimentais da hidrólise enzimática da biomassa da 
casca do cacau e comparar com os resultados da hidrólise ácida. 
 
 Estudar a influência da preparação do inóculo YPD na etapa de fermentação, 
levando em consideração o meio de preparo do mesmo, em água ou utilizando 
o próprio hidrolisado como base para o preparo do pré-cultivo.   
 
 Estudar outras condições de fermentação, tentando purificar o meio para extrair 
os inibidores, ou ainda realizar a fermentação com hidrolisado enzimático. 
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9. APÊNDICES 
 
APÊNDICE A - CONSTRUÇÃO DA CURVA DE CALIBRAÇÃO PARA O MÉTODO 
DNS  
Para a construção da curva padrão primeiramente ocorreu o preparo da solução-mãe 
de glicose. Pesou-se 1,0 g de glicose anidra que foi transferida para balão volumétrico 
de 1,0 L. Após dissolução, o volume foi aferido com água deionizada. A partir da 
solução-mãe de glicose com concentração 1,0 g L-1, preparou-se soluções com 
concentrações variando de 0,2 g L-1 a 0,8 g L-1 de glicose. 
As alíquotas com volume conveniente de cada solução preparada, incluindo a 
solução-mãe, foram transferidas para tubos de ensaio. Adicionou-se 1 mL do reagente 
DNS a cada tubo. A mistura foi agitada vigorosamente. Os tubos foram encaminhados 
para banho-maria com água em ebulição (100 ºC) por 5 minutos. A reação foi 
interrompida imergindo os tubos em banho de água fria. Ocorreu a diluição da mistura 
com água deionizada, aferindo o volume para 10 mL. Após homogeneização, realizou-
se a leitura da intensidade da cor em espectrofotômetro a 540 nm, contra uma amostra 
de calibração, usualmente chamada de “branco”. A amostra de calibração (branco) foi 
utilizada para zerar a absorbância no equipamento. Para prepará-la, a amostra do 
hidrolisado foi substituída por água deionizada, seguindo o procedimento descrito na 
marcha analítica. A amostra de calibração (branco) recebeu o mesmo processamento 
das demais amostras durante as análises. 
Finalizada a leitura no espectrofotômetro a 540 nm, foi possível plotar um gráfico linear 
da concentração de açúcar redutor (glicose) versus a absorbância obtida. A partir da 
equação da reta traçada a partir do coeficiente angular da reta traçada no gráfico, 
calculou-se o fator de concentração, conforme Equação 1.  
 
 
AngularCoef
Fator
.
1                                                  (1) 
 
A Tabela 1 traz as informações da concentração de glicose presentes nas amostras e 
os respectivos valores das absorbâncias lidas em espectrofotômetro a 540nm. 
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Tabela 1: Absorbância das amostras de solução de glicose após etapa de reação com 
DNS. 
Concentração de glicose (g .L-1) Absorbância 
0,2 0,107 
0,4 0,212 
0,6 0,356 
0,8 0,462 
 
Os dados detalhados na Tabela 10 foram utilizados para a construção do gráfico da 
curva padrão, apresentado na Figura 1. 
 
Figura 1: Curva-padrão de glicose. Fonte: Próprio autor. 
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APÊNDICE B – CONSTRUÇÃO DA CURVA DE CALIBRAÇÃO DA 
CONCENTRAÇÃO CELULAR 
 
Para a obtenção da curva de calibração da concentração celular pesou-se 0,3 g de 
fermento biológico, o mesmo foi diluído em um balão volumétrico de 100 mL. A seguir 
diluíram-se alíquotas de 2, 4, 6 e 8 mL dessa solução em balões de 10 mL para a 
leitura das absorbâncias no espectrofotômetro. 
 
 
Tabela 2: Absorbância das concentrações celulares 
Concentração (g/L) Absorbância 
0,1 0,2025 
0,2 0,316 
0,3 0,507 
0,4 0,685 
0,5 0,836 
 
 
Os dados da Tabela 2 foram utilizados para a construção do gráfico da curva de 
calibração, apresentados na Figura a seguir. 
 
 
Figura 2: Curva de calibração concentração celular. Fonte: Próprio autor. 
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APÊNDICE C - TABELAS DOS ENSAIOS FERMENTATIVOS 
 
Tabela 3: Concentrações celulares e ART durante a fermentação alcoólica do ensaio 
F1.  
Experimentos  Tempo (h) Concentração Celular (g/L) ART (g/L) 
1 0 0,44 11,14 
2 2 2,19 10,66 
3 4 2,73 10,31 
4 6 3,35 9,89 
5 8 2,73 10,48 
6 10 2,76 9,54 
7 12 3,83 9,38 
8 15 4,11 9,47 
9 18 3,28 9,50 
    10 21 4,63 9,59 
11 24 6,40 9,03 
 
 
Tabela 4: Concentrações celulares e ART durante a fermentação alcoólica do ensaio 
F2. 
Experimentos Tempo (h) Concentração Celular (g/L) ART (g/L) 
1 0 2,80 10,97 
2 2 2,73 10,11 
3 4 3,53 9,53 
4 6 4,11 9,55 
5 8 4,29 9,20 
6 10 4,63 9,17 
7 12 4,97 8,52 
8 15 5,70 8,55 
9 18 6,49 8,20 
10 21 6,98 8,18 
11 24 7,13 5,25 
12 30 8,69 4,64 
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Tabela 5: Concentrações celulares e ART durante a fermentação alcoólica do ensaio 
F3. 
Experimento Tempo (h) Concentração Celular (g/L) ART (g/L) 
1 0 2,89 20,31 
2 2 3,50 17,64 
3 4 4,51 16,58 
4 6 6,19 15,30 
5 8 6,86 13,19 
6 10 6,80 11,99 
7 12 6,77 9,20 
8 15 6,74 9,12 
9 18 6,95 9,30 
10 21 7,29 9,22 
11 24 7,53 8,89 
12 30 7,84 8,46 
13 36 6,80 7,96 
14 42 6,71 6,76 
15 48 6,46 6,38 
 
 
Tabela 6: Concentrações celulares e ART durante a fermentação alcoólica do ensaio 
F4. 
Experimento Tempo (h) Concentração Celular (g/L) ART (g/L) 
1 0 3,35 20,59 
2 2 3,50 18,38 
3 4 5,79 16,19 
4 6 6,00 14,27 
5 8 6,25 12,78 
6 10 6,46 12,53 
7 12 6,80 11,64 
8 15 7,20 1,57 
9 18 7,69 0,91 
10 21 7,96 0,78 
11 24 7,87 0,74 
12 30 7,81 0,62 
13 36 7,04 0,52 
14 42 6,89 0,50 
15 48 6,55 0,37 
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APÊNDICE D - VELOCIDADE ESPECÍFICA MÁXIMA  
  
A partir das curvas de crescimento celular foram obtidos os valores de velocidade 
específica máximas de crescimento de S. cerevisiae (μmáx) nos meios fermentativos. 
Para tal, foram traçadas e ajustadas retas, por meio da regressão linear (método de 
mínimos quadrados) na fase exponencial de crescimento e determinadas às 
inclinações das respectivas retas, que correspondem à velocidade específica de 
crescimento (Figuras 3, 4, 5 e 6). 
 
 
Figura 3: Ln (X) versus tempo do ensaio F1. 
 
 
Figura 4: Ln (X) versus tempo do ensaio F2. 
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Figura 5: Ln (X) versus tempo do ensaio F3. 
 
 
Figura 6: Ln (X) versus tempo do ensaio F4. 
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APÊNDICE E - CONSTRUÇÃO DA CURVA DE CALIBRAÇÃO PARA 
DETERMINAÇÃO DE ETANOL 
 
Conforme descrito no item 4.7.1 foi construída a curva padrão de etanol pelo método 
de dicromato de potássio.  
Para obter a solução padrão de etanol foi utilizado 0,190 mL de etanol absoluto, sendo 
transferido para um balão volumétrico de 50 mL, ao qual o volume foi completado com 
água deionizada. A construção da curva padrão ocorreu a partir da solução padrão de 
etanol, onde foi realizado o preparo em tubos de ensaio de quatro soluções com 
concentração de etanol distintas e um branco. O procedimento adotado para o preparo 
das soluções foram: 
Solução 1 – 1,0 mL da solução padrão e 4,0 mL de água destilada (corresponde a 3,0 
mg de etanol);  
Solução 2 – 2,0 mL da solução padrão e 3,0 mL de água destilada (corresponde a 6,0 
mg de etanol);  
Solução 3 – 3,0 mL da solução padrão e 2,0 mL de água destilada (corresponde a 9,0 
mg de etanol);  
Solução 4 – 4,0 mL da solução padrão e 1,0 mL de água destilada (corresponde a 
12,0 mg de etanol); 
Solução branco – 5,0 mL de água destilada (corresponde a 0,0 mg de etanol).  
Posteriormente, em cada tubo de ensaio foi adicionado lentamente 5,0 mL de ácido 
sulfúrico concentrado e, após 1 minuto, adicionou-se 1,0 mL da solução de dicromato 
de potássio 10%(m/v). Os tubos foram agitados e resfriados até atingir a temperatura 
ambiente. Após o resfriamento, foi transferido para uma cubeta de quartzo de 1 cm3 
1,0 mL de cada solução. Esta foi levada para análise no espectrofotômetro UV-Vis, no 
comprimento de onda λ = 600 nm. Com os valores obtidos na leitura das amostras foi 
construída a curva de calibração 
A Tabela 7 mostra a concentração de álcool presentes nas amostras analisadas e os 
respectivos valores das absorbâncias lidas em espectrofotômetro a 600nm. 
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Tabela 7: Absorbância lida em determinadas concentrações de etanol. 
Concentração de álcool (mg) Absorbância 
3 0,212 
6 0,603 
9 0,982 
12 1,482 
 
 
Os dados foram utilizados para a construção do gráfico da curva de calibração, 
apresentado na Figura 6. 
 
 
Figura 7: Curva de calibração de etanol. 
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